ALZIRTON DE LIRA FREIRE.

ALELOS HLA-DR EM PACIENTES COM

POLIARTERITE NODOSA E POLIANGIITE MICROSCOPICA.

Tese apresentada ao Curso de P6s-Graduagao da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Universidade Estadual de Campinas (FCM-UNICAMP) para obtencao do titulo de

Doutor em Clinica Médica, area de concentracao Clinica Médica.

Orientadora: Profa. Dra. Sandra Regina Muchinechi Fernandes.

Co-orientador: Prof. Dr. Manoel Barros Bértolo.

Campinas, 2009.



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA

BIBLIOTECA DA FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS DA UNICAMP
Bibliotecario: Sandra Lcia Pereira — CRB-8" / 6044

Freire, Alzirton de Lira
F883a Alelos HLA-DR em pacientes com poliarterite nodosa e poliangite
microscopica / Alzirton de Lira Freire. Campinas, SP : [s.n.], 2009.

Orientadores : Sandra Regina Muchinechi Fernandes, Manoel
Barros Bértolo

Tese ( Doutorado ) Universidade Estadual de Campinas.
Faculdade de Ciéncias Médicas.

1. Antigenos HLA. 2. Poliarterite nodosa. 3. Vasculite. 4.
Auto - imunidade. 1. Fernandes, Sandra Regina Muchinechi. II.
Bértolo, Manoel Barros. III. Universidade Estadual de Campinas.
Faculdade de Ciéncias Médicas. IV. Titulo.

Titulo em inglés: Alleles HLA-DR in patients with polyarteritis nodosa and
microscopic polyangiitis.

Keywords: HLA antigens, Polyarteritis nodosa, Vasculitis, Autoimmunity.
Titulacao: Clinica Médica.

Area de concentracio: Clinica Médica.

Banca examinadora:

Prof. Dra. Sandra Regina Muchinechi Fernandes.

Prof. Dr. José Roberto Provenza.

Prof. Dr. Paulo Louzada Junior.

Profa. Dra. lima Aparecida Paschoal.

Prof. Dr. Percival Degrava Sampaio Barros.

Data da defesa: 26-06-2009.



Banca examinadora da tese de Doutorado

Alzirton de Lira Freire

Orientador: Prof®. Dr?. Sandra Regina Muchinechi Fernandes

Membros:

1. Prof®. Dr?. llma Aparecida Paschoali (zece ” LT s ‘; - A SA
2. Prof. Dr. Percival Degrava Sampaio Barros /

3. Prof. Dr. José Roberto Provenza  —_— /2/(/0 f

4. Prof. Dr. Paulo Louzada Junior

) /
5. Prof®. Dr?. Sandra Regina Muchinechi Fernandes 7 //> s 4”5

/

Curso de pés-graduagdo em Clinica Médica da Faculdade de Ciéncias
Médicas da Universidade Estadual de Campinas.

Data: 26/06/2009




Tudo vem Dele que “ja estd no meio de nds”. Procurar-se é procura-Lo e
procura-Lo é encontrar-se.

(Adélia Prado).



Para meus amados Davi e Patricia.

Para minha familia: Zilma, Leo e Edu; Zelma, Zaire, Angelo e Romero.

Para meus amigos queridos: Rose, Ana Paula, Carlos Rogério, Thalles e
Michelle.

Para Marcal de Souza, Elizete Sena, Eliége Brandao, Salete Menezes, Elny
Banks e Kétia Branco.

Para os pacientes e voluntarios que participaram da pesquisa.



AGRADECIMENTOS

Profa. Dra. Sandra Regina Muchinechi Fernandes: dedicagéo, incentivo,
atencao, paciéncia e competéncia na orientacao deste estudo.

Prof. Dr. Manoel Barros Bértolo, pelo importante trabalho de co-orientacao.

Prof. Dr. Mauricio Levy-Neto, pelas valiosas colaboracdes e sugestdes.

Dra. Roseneide Conde, indispensavel apoio durante a realizacdo das
tipagens HLA-DR.

Cleide Moreira Silva, fundamental na analise estatistica.

Todos os profissionais do Centro de Hematologia e Hemoterapia do
HC/FCM-UNICAMP, pelo auxilio durante as coletas de sangue.

Marcelo Albuquerque e Ménica Barradas, valiosa ajuda durante a digitacao
e revisédo dos dados.

Todos os profissionais que fazem a Disciplina de Reumatologia da FCM-

UNICAMP.

vi



SUMARIO
Lista de abreviaturas
Lista de tabelas
Resumo
Abstract
1.INTRODUCAO (pg. 1).
1.1.Generalidades (pg. 1).
1.2.Etiopatogenia das vasculites (pg. 6).
1.3.A resposta imune-inflamatéria (pg. 12).
1.4.Poliarterite nodosa (pg. 14).
1.5.Poliangiite microscopica (pg. 19).
1.6.Indices de atividade e gravidade de doenca (pg. 22).
1.7.Complexo maior de histocompatibilidade (pg. 24).
1.8.Alelos HLA, PAN e poliangiite microscopica (pg. 28).
2.0BJETIVOS (pg. 37).
3.CASUISTICA E METODOS (pg. 38).
3.1.Selecao dos pacientes (pg. 38).
3.2.Grupo controle (pg. 41).
3.3.Métodos (pg. 42).
3.3.1.Extracédo de DNA (pg. 42).
3.3.1.1.0btencao dos leucdcitos (pg. 42).
3.3.1.2.Lise dos leucécitos e precipitacdo do DNA (pg. 42).
3.3.2.Tipagem do HLA-DR pela técnica PCR-SSP de baixa resolugéo (pg. 43).
3.3.3.Andlise estatistica (pg. 45).
4.RESULTADOS (pg. 46).
4.1.Achados demograficos, clinicos e laboratoriais (pg. 46).
4.2.Alelos HLA-DR (pg. 50).
5.DISCUSSAO (pg. 58).
6.CONCLUSOES (pg. 66).
7.REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS (pg. 67).
8.ANEXOS (pg. 79).

Vi



LISTA DE ABREVIATURAS
AASV = ANCA associated systemic vasculitis
ACR = American College of Rheumatology
ANCA = anticorpo anti-citoplasma de neutrofilos
BVAS = Birmingham Vasculitis Activity Score
CHCC = Chapel Hill Consensus Conference
CPH = complexo principal de histocompatibilidade
EUA = Estados Unidos da América
EULAR = European league against rheumatism
FFS = Five-Factors Score
HAS = hipertenséo arterial sistémica
HBV = virus da hepatite B
HCV = virus da hepatite C
HLA = human leukocyte antigen
IL = interleucina
LES = lupus eritematoso sistémico
MPO = mieloperoxidase
NP = neuropatia periférica
PAN = poliarterite nodosa
PMNs = polimorfonucleares
PR3 = proteinase-3
SNC = sistema nervoso central
TGl = trato gastrintestinal
TNF = fator de necrose tumoral

VHS = velocidade de hemossedimentacao

viii



LISTA DE TABELAS
TABELA 1: Caracteristicas demograficas dos casos e controles (pg.46).
TABELA 2: Manifestacdes clinicas, BVAS e FFS dos casos (%) (pg. 48).
TABELA 3: Alelos HLA-DR nos casos e controles (%) (pg. 50).
TABELA 4: Alelos HLA-DR no grupo total de casos de acordo com o BVAS e
nos controles (pg. 51).
TABELA 5: Alelos HLA-DR no grupo total de casos de acordo com o FFS e nos
controles (pg. 52).
TABELA 6: Alelos HLA-DR e manifestacdes clinicas gastrintestinais/renais
(ausentes/presentes) no grupo total de casos (n=29) (pg. 53).
TABELA 7: Alelos HLA-DR no grupo de casos com poliangiite microscépica de
acordo com o BVAS e no grupo controle (pg. 55).
TABELA 8: Alelos HLA-DR no grupo de casos com poliangiite microscépica de
acordo com o FFS e no grupo controle (pg. 56).
TABELA 9: Alelos HLA-DR no grupo de pacientes com poliangiite microscépica
e acometimento renal (ausente/presente) (n=10) (pg. 57).
TABELA 10: Alelos HLA-DR nos pacientes com poliangiite microscopica de

acordo com o ANCA (presencga/auséncia) (n=8) (pg. 57).



RESUMO

O presente estudo avaliou a frequéncia dos alelos HLA-DR em um grupo
de 29 pacientes brasileiros caucaséides com PAN ou poliangiite microscopica e
investigou uma possivel relacdo entre os alelos HLA-DR, os indices de
atividade e gravidade e as manifestacdes clinicas de doenca. O diagnéstico de
cada paciente baseou-se nos critérios do Colégio Americano de Reumatologia
(ACR) para a PAN e da Conferéncia Internacional de Consenso de Chapel Hill
(CHCC) para poliangiite microscopica. A atividade e a gravidade da doenca
foram mensuradas retrospectivamente, por ocasido do diagnéstico, utilizando-
se, respectivamente, o Birmingham Vasculitis Activity Score (BVAS) e o Five-
Factors Score (FFS). De acordo com o BVAS, os pacientes foram divididos em
dois grupos: aqueles com BVAS < 22 e outro com BVAS > 22. De acordo com
o FFS, dois grupos foram definidos: 0, quando nenhum fator de pior
prognéstico foi notado e > 1 quando 1 ou mais fatores estavam presentes. As
manifestacdes clinicas presentes por ocasiao do diagnéstico foram avaliadas
de acordo com o sistema organico acometido. Cinquenta e nove individuos
caucasoides, saudaveis, da mesma populagédo, formaram o grupo controle. A
tipagem dos alelos HLA-DR foi realizada através da técnica de amplificagao
pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR), utilizando-se sequéncias
especificas de primers DR de baixa resolucdao. No grupo total de casos,
encontrou-se uma maior frequéncia estatisticamente significativa de HLA-
DRB1*16 (p=0.023) e DRB4*01 (p=0.048) nos pacientes com BVAS > 22. Os
pacientes com FFS=0 apresentaram uma maior frequéncia estatisticamente
significativa de HLA-DRB1*03. A frequéncia de HLA-DRB1*11 e/ou B1*12
(p=0.046), B1*13 (p=0.021) e B3 (p=0.008) foi significativamente maior nos
pacientes com envolvimento do trato gastrintestinal e a de DRB1*15 e/ou
DRB1*16 (p=0.035) e B5 (p=0.035) nos pacientes com acometimento renal.
Nossos resultados sugerem que os alelos HLA-DRB1*15/B1*16, B4*01, B1*03,
B1*11/B1*12, B1*13, B3 e B5 podem influenciar a expressao clinica da PAN e
da poliangiite microscopica na nossa populagéao.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the frequency and clinical
associations of HLA-DR alleles in Brazilian Caucasian patients with polyarteritis
nodosa (PAN) or microscopic polyangiitis (MPA). We evaluated 29 Caucasian
patients with vasculitis classified as PAN or MPA according to the American
College of Rheumatology (ACR) 1990 Criteria and Chapel Hill Consensus
Conference (CHCC) nomenclature for vasculitis. HLA-DR alleles were typed
using polymerase chain reaction-amplified DNA, hybridized with sequence-
specific low resolution primers. DNA obtained from 59 Caucasian healthy blood
donors were used as control. In order to evaluate if a specific HLA may have
influence on the clinical profile of those diseases, we also divided the patients
according to Birmingham vasculitis score (BVAS) and Five-Factors Score (FFS)
at the time of diagnosis. Increased frequency of HLA-DRB1*16 (p=0.023) and
DRB4*01 (p=0.048) was found in patients with higher disease activity at the
time of diagnosis (BVAS > 22). Patients with less severe disease (FFS=0) had a
higher frequency of HLA-DRB1*03 (p=0.011). Patients with gastrointestinal tract
involvement had significantly increased frequency of HLA-DRB1*11 or B1*12
(p=0.046), B1*13 (p=0.021) and B3 (p=0.008). In contrast, patients with renal
disease, had higher frequency of DRB1*15 or DRB1*16 (p=0.035) and B5
(p=0.035). Our results suggest that HLA-DR alleles may influence PAN and
MPA clinical expression and outcome.
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1.INTRODUCAO
1.1.GENERALIDADES

As vasculites sistémicas compreendem um grupo diverso de doengas cujo
denominador comum € a agressdo inflamatéria a parede vascular. As
manifestacdes clinicas sao variadas e dependentes de fendmenos isquémicos ou
hemorragicos por envolvimento de vasos, principalmente artérias, de varios
calibres e em diferentes localizagdes.

As primeiras descricbes de casos datam do inicio do século XIX sobre a
vasculite atualmente denominada purpura de Henoch-Schénlein. Também sao
eventos iniciais importantes os trabalhos de Rokitansky (1852) e de Kussmaul e
Maier (1866) “apud” Lightfoot Jr. (1994) com os primeiros relatos sobre a
poliarterite nodosa (PAN). Varios outros relatos fundamentais contribuiram para
uma melhor caracterizacdo das vasculites sistémicas, destacando-se os trabalhos
de Takayasu (1908), Behcet (1937), Wegener (1939) e Churg e Strauss (1951)
“apud” Lightfoot Jr. (1994).

Mais recentemente, destacou-se o fato de doencas sistémicas bem definidas
eventualmente apresentarem vasculite como fenbmeno secundario, tais como
neoplasias, endocardite bacteriana, infeccdo pelo virus HIV e até mesmo
hipercolesterolemia (Longley et al., 1986; Calabrese, 1989; Turakhia e Khan,
1990; Blanco et al., 1998; Garcia-Porrua e Gonzales-Gay, 1999).

Com um numero cada vez maior de doencas sendo descritas entre as
vasculites sistémicas, tornou-se necessaria a criagdo de um sistema de
classificagao para distinguir as diversas sindromes. Algumas tentativas de agrupar

essas doencas de acordo com suas caracteristicas clinicas, calibre do vaso



acometido e tipo histologico ja foram feitas, mas até hoje nenhuma satisfaz
plenamente e todas sdo passiveis de criticas e correcoes.

Varios fatores sao responsaveis pelas dificuldades encontradas na
classificagdo das vasculites sistémicas primarias, sendo o desconhecimento dos
reais fatores etiopatogénicos dessas doencas o mais relevante. Outro ponto a
considerar é a auséncia de um exame com especificidade diagndstica, o que
inviabiliza a classificacdo por esse meio; sempre é necessario dispor de um
conjunto de dados clinicos, laboratoriais, angiograficos e histopatoldgicos para se
definir com relativa precisdo uma sindrome vasculitica (Haubitz, 2007).

Como as lesbes vasculares podem ocorrer em vasos de qualquer calibre, ou
seja, desde a aorta e seus ramos até as arteriolas e vénulas capilares, esses
dados sdo utilizados para compor uma das classificacbes admitidas para as
vasculites sistémicas, separando-as em predominantemente de vasos de grande,
médio ou pequeno calibre (Lightfoot Jr., 1994). Outro critério classifica as
vasculites sistémicas em primarias e secundarias, diferenciando-se os dois tipos
pelo fato das secundarias serem apenas manifestacdes clinicas de uma doenca
definida, como as vasculites observadas nas doencas difusas do tecido
conjuntivo, tais como o lupus eritematoso sistémico (LES) e a artrite reumatdide
(Quadro 1) (Lie, 1994).

Em 1990, o Colégio Americano de Reumatologia (ACR) realizou um estudo
multicéntrico com a finalidade de verificar a sensibilidade e a especificidade dos
achados clinicos, laboratoriais, angiograficos e histopatolégicos de cada tipo de

vasculite sistémica primaria. A partir de entdo, pela primeira vez, obteve-se



critérios classificatérios para diferenciar os tipos de vasculites sistémicas primarias
(Bloch et al., 1990).

Apesar dos critérios do ACR continuarem amplamente utilizados, decorridos
alguns anos, observou-se que apresentavam algumas falhas, sendo uma delas o
ndo reconhecimento da poliangiite microscépica como entidade distinta da
poliarterite nodosa; criou-se, entdo, a nomenclatura de Chapel Hill para as
vasculites sistémicas primarias, com definicdo de cada uma delas (Chapel Hill

Consensus Conference), (Quadro 2) (Jennette et al., 1994).



Quadro 1

Classificagao das vasculites sistémicas.

VASCULITES PRIMARIAS

De grandes e médios vasos:

Arterite de Takayasu

Arterite de células gigantes (temporal)
Angiite isolada do sistema nervoso central
Predominantemente de médios e pequenos vasos:
Poliarterite nodosa

Sindrome de Churg-Strauss
Granulomatose de Wegener
Predominantemente de pequenos vasos:
Poliangiite microscépica

Sindrome de Henoch-Schénlein

Angiite leucocitoclastica cutanea
Miscelanea:

Doenca de Kawasaki

Doenca de Behcget

VASCULITES SECUNDARIAS

Infeccdes

Doencas difusas do tecido conjuntivo
Uso de drogas

Neoplasias

Pds-transplante de érgaos

Adaptado de Lie (1994).




Quadro 2

Definicdo das vasculites sistémicas primarias - Nomenclatura de Chapel Hill.

ARTERITE DE GRANDES VASOS
-Arterite de células gigantes: arterite granulomatosa da aorta e ramos com predilecao
para artéria temporal. Afeta individuos acima de 50 anos. Associa-se com polimialgia
reumatica.
-Arterite de Takayasu: inflamagao granulomatosa da aorta e ramos. Afeta individuos
com idade inferior a 50 anos.
ARTERITE DE VASOS DE MEDIO CALIBRE
-Poliarterite nodosa: inflamagao necrosante de artérias de médio e pequeno calibres.
Auséncia de glomerulonefrite e vasculite em arteriolas, capilares e/ou vénulas.
-Doenca de Kawasaki: Associa-se com a sindrome mucocutanea. Afeta
predominantemente criangas e pode apresentar coronarite com aneurismas.
VASCULITES DE PEQUENOS VASOS
-Poliangiite microscoépica: vasculite necrosante com pouco ou nenhum depdsito imune.
Afeta pequenos vasos inclusive capilares, arteriolas e vénulas. Vasculite em artérias de
médio calibre pode estar presente. Glomerulonefrite € comum e capilarite pulmonar pode
ocorrer.
-Granulomatose de Wegener: Inflamacao granulomatosa envolvendo o ftrato
respiratorio. Vasculite necrosante de vasos de pequeno e médio calibres. Arteriolas e
vénulas sao afetadas. Glomerulonefrite necrosante é comum.
-Sindrome de Churg-Strauss: vasculite necrosante granulomatosa de vasos de
pequeno e médio calibres. Processo inflamatério rico em eosindfilos que afeta o sistema
respiratorio. Associa-se com asma e eosinofilia.
-Purpura de Henoch-Schoénlein: vasculite com depésitos de IgA em pequenos vasos.
Envolve pele, intestino e glomérulos. Esta associada com artrite.
-Vasculite crioglobulinémica: vasculite de pequenos vasos com depdsito imune de
crioglobulinas.

-Vasculite leucocitoclastica cutanea: vasculite cutanea isolada.

(Jennette et al., 1994).

1.2.ETIOPATOGENIA DAS VASCULITES SISTEMICAS PRIMARIAS




Embora a etiopatogenia das vasculites sistémicas primarias ndo se encontre
totalmente elucidada, no seu desencadeamento € nitida a participagdo do sistema
imunoldgico. A resposta terapéutica a imunossupressores bem como o achado de
infiltrado inflamatério crénico na parede vascular sustentam a hip6tese da
participacao imunolégica (Leib et al., 1981; Fernandes, 1993).

Infelizmente, o estimulo inicial que desencadeia e perpetua a resposta auto-
imune responsavel pela lesdo vascular é usualmente desconhecido. A
demonstracdo do antigeno de superficie do virus da hepatite B (HBSAQ) e mais
raramente do virus C, leva a suposicao de que estes agentes tém algum papel na
etiopatogenia de alguns casos de PAN (Baker et al., 1972; Trepo et al., 1974;
Fernandes, 1993; Hunder, 1993; Vassilopoulos et al., 2003). Esta hipétese ganha
mais importancia quando se observa a aparente diferenca na evolucao dos casos
de PAN com hepatite viral tratados com drogas antivirais (Guillevin et al., 1996).
Outros agentes virais, tais como o parvovirus B19 (Lehmann et al., 2003) e o
citomegalovirus (Fernandes et al., 1999), também s&o apontados como eventuais
agentes envolvidos no desencadeamento de alguns tipos de vasculite sistémica
primaria, destacando-se a granulomatose de Wegener, a arterite de células
gigantes e a PAN.

Além dos agentes virais, outros agentes infecciosos tém sido apontados como
fatores desencadeantes, tais como a possivel participagdo dos estreptococos do
grupo A em casos de PAN na infancia (Fink, 1991).

E importante observar, no entanto, que poucos individuos com vasculite
sistémica primaria apresentam evidéncias de infecgdo; além disso, sdo raros 0s

individuos expostos a esses agentes infecciosos que desenvolvem vasculite, o



que sugere que outros fatores, ambientais ou genéticos, devem participar na
etiopatogénese (Sundy e Haynes, 1995).

A partir do estimulo inicial, varios mecanismos fisiopatolégicos podem ser
desencadeados, conduzindo ao dano tecidual nos pacientes com vasculite.
Embora cada um deles possa ser analisado separadamente, é importante notar
que dois ou mais mecanismos podem atuar simultaneamente. Os seguintes
mecanismos podem ter relevancia fisiopatolégica (Cupps, 1993; Sundy e Haynes,
1995):

- Formagé&o de imunocomplexos:

O papel dos imunocomplexos na patogénese das vasculites é estudado desde
a demonstracdo da deposicdo destes na parede vascular (Sundy e Haynes,
1995). A formacao de imunocomplexos € um fenbmeno normal durante a resposta
imune mediada por anticorpos; s6 raramente este aspecto resulta em doencga,
pois ha um efetivo sistema de clearance dos imunocomplexos, cuja acdo €
faciltada pela ativagdo do complemento. Normalmente, eritrécitos e
monadcitos/macréfagos, através de seus receptores para o complemento, de forma
eficiente capturam e removem os imunocomplexos circulantes. Qualquer prejuizo
neste sistema pode ser deletério para o organismo. Uma evidéncia neste sentido
€ a maior frequéncia de vasculite em individuos com deficiéncias genéticas de
componentes do complemento (Ross e Densen, 1984). A deplegcdo adquirida de
fracoes do complemento, que pode ocorrer como resultado de uma maior e/ou
persistente producdo antigénica, também pode contribuir para uma remocgao
inadequada dos complexos imunes; € 0 que ocorre, por exemplo, em alguns

pacientes com PAN associada a infecgcéo crénica pelo virus da hepatite B. Assim,



uma vez em excesso, 0S imunocomplexos depositam-se na parede vascular,
iniciando a agressdo inflamatéria (Cupps, 1993; Sundy e Haynes, 1995). E
possivel, no entanto, que os imunocomplexos também sejam formados
localmente, em vez de serem decorrentes apenas de deposicao a partir da
circulacdo (Leavitt e Fauci, 1986). Quando presentes na parede vascular, os
imunocomplexos estimulam a resposta inflamatéria através de dois mecanismos
principais: ativando o sistema complemento e interagindo diretamente com
receptores Fc da membrana de mondcitos e granulécitos, o que leva a liberagao
de citocinas e enzimas proinflamatérias (Sundy e Haynes, 1995).

- Acao de anticorpos:

Atualmente, acredita-se que tém importancia no desenvolvimento de alguns
casos de vasculite sistémica primaria, os anticorpos dirigidos contra enzimas
lisossdmicas de neutréfilos (ANCA) e os antiendoteliais (Sundy e Haynes, 1995;
Russel e Specks, 2001; Haubitz, 2007). Os anticorpos antilisossomais sao
dirigidos contra enzimas originariamente localizadas no citoplasma de neutrdfilos,
mais especificamente nos granulos azurofilos. Detectados por imunofluorescéncia
indireta, duas especificidades predominantes sdo reconhecidas: perinuclear (p-
ANCA) e citoplasmatica (c-ANCA), dirigidas predominantemente contra as
enzimas mieloperoxidase (MPO) e proteinase-3 (PR3), respectivamente. Estes
anticorpos sao encontrados principalmente em portadores de vasculites
sistémicas primarias de pequenos vasos, especialmente em casos de
granulomatose de Wegener, poliangiite microscépica e sindrome de Churg-
Strauss (Schultz e Tozman, 1995; Russel e Specks, 2001; Haubitz, 2007). Em

condigbes normais, a MPO e a PR3 sdo enzimas de localizagdo intracelular,



sendo assim inacessiveis aos anticorpos extracelulares. Nas vasculites sistémicas
primarias associadas ao ANCA (AASV), no entanto, acredita-se que estas
enzimas passam a ser expressas na superficie celular a partir da acao inicial de
citocinas, particularmente o TNF-o; o ANCA pode entdo interagir com os
neutrofilos, ativando-os, aumentando sua aderéncia a parede vascular e induzindo
degranulacao, o que resultard em dano tecidual (Schultz e Tozman, 1995; Edgar,
1996; Russel e Specks, 2001). Acredita-se também que a producdo do ANCA
pode ser o resultado da interacdo entre células T e B ativadas (Day et al., 2003;
Specks, 2002) (Figura 1). Por sua vez, os anticorpos antiendoteliais tém sido
encontrados em diversas sindromes vasculiticas, em alguns casos
correlacionando-se com a atividade da doenga. Os mecanismos propostos pelos
quais estes anticorpos podem levar ao dano vascular sdo os da citotoxicidade,
ativacdo do complemento, aumento da trombogénese intravascular e o
recrutamento de neutréfilos para os locais de inflamagéo vascular (Haynes, 1992;

Cupps, 1993).

Figura 1



Sequéncia hipotética de eventos da ativacado de polimorfonucleares neutrofilos

(PMNSs) e lesao vascular pelos anticorpos antineutrofilicos (ANCA).

Antigeno / Célula

Apresentadora —> Células T <> Células B

»L citocinas

PMNs ativados
{
Translocacao de PR3/MPO

d
Adesao dos PMNSs ao endotélio

l
Interacdo do ANCA com PR3/MPQ| <«— Produgdo ANCA

2
| Ativacdo dos PMNs |
2
Degranulagéo: liberagdo de enzimas proteoliticas
2
Lesao das células endoteliais
2

Reacéo inflamatoria na parede vascular

!

Lesao vascular

Adaptado de Specks (2002).

- Resposta imune celular:
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A resposta imune mediada por células € mais um provavel mecanismo
envolvido na etiopatogénese das vasculites. Diversos estudos tém caracterizado o
infiltrado celular nas lesbes inflamatérias. Existem casos com infiltracdo
predominantemente de macréfagos e linfécitos CD4+ e outros com células T
CD8+ e células B. E importante ressaltar o encontro de receptores para citocinas
na maioria destas células (Sundy e Haynes, 1995). Recentemente, a participacao
de células dendriticas, localizadas na camada adventicia de artérias de grande e
médio calibres, tem sido cogitada na reacao inflamatéria dos tipos de vasculite
sistémica primaria que afetam artérias desses calibres, tais como a arterite de
Takayasu e a arterite de células gigantes. Acredita-se, nestes casos, que as
células dendriticas contribuem para o desencadeamento da resposta imune
mediada por células T através da sua funcdo de apresentacédo antigénica (Krupa
et al., 2002; Weyand e Goronzy, 2003).

De acordo com o exposto acima, percebe-se que a reacdo inflamatéria
encontrada nas vasculites sistémicas primarias é o resultado final de uma série de
acontecimentos que tém como aspecto fundamental a interagdo entre os diversos
componentes do sistema imune (Sundy e Haynes, 1995; Weyand e Goronzy,

2003).

1.3.RESPOSTA IMUNE-INFLAMATORIA
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Uma vez em contato com o organismo, o estimulo que desencadeia a
resposta imune-inflamatéria ativa tanto os leucécitos quanto as células
endoteliais; inicia-se entao a interacao entre estas células, acreditando-se ser este
evento primordial para a amplificacdo da inflamacao (Varani et al., 1994;
Mendoncga, 1995). As células endoteliais e os leuc6citos interagem mutuamente
através de trés fendmenos que, apesar de analisados isoladamente, na verdade
estdo inter-relacionados; séo eles:

- Expressao de moléculas do Complexo Maior de Histocompatibilidade:

Durante a reacdo inflamatéria, leucocitos e células endoteliais podem
expressar em sua superficie antigenos classe Il do Complexo Maior de
Histocompatibilidade (CMH). Através deste fenbmeno, participam da
apresentacdo de antigenos aos linfécitos T. Por sua vez, a expressdo destas
moléculas € um evento induzido pela agdo de células T ativadas e de citocinas
(Cupps, 1993; Mendoncga, 1995).

- Expresséao de moléculas de adeséo:

Os estimulos inflamatérios, incluindo-se aqui antigenos e citocinas, induzem a
expressdo de moléculas de adesdo na superficie de células endoteliais e
leucocitos. Por intermédio destas moléculas, ocorre a adesdo de leucocitos a
parede vascular e posterior migracao destes do meio intravascular para os tecidos
(Cupps, 1993; Sundy e Haynes, 1995; Russel e Specks, 2001).

- Producao de citocinas:

As citocinas sao peptideos mediadores da comunicacgao intercelular. Durante
a reacao inflamatéria, leucécitos e células endoteliais produzem diversas citocinas

que tém inumeras agdes, executadas por intermédio da ligacdo a receptores
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celulares especificos (Barrera et al.,, 1996). Atualmente, as citocinas sao
organizadas em algumas familias: interferons, interleucinas, fatores estimulantes
de colénias e fatores de necrose tumoral. Varios efeitos bioldgicos destas
moléculas desempenham importantes fungdes na patogénese das vasculites
sistémicas primarias, destacando-se o papel das interleucinas 1, 2, 6 e 8 que
atuam como fatores de indugdo da diferenciacdo, proliferagdo e ativacdo dos
leucécitos e como fatores quimiotaticos, fundamental para a migracdo e o
acumulo de células nos locais de inflamacédo, e também o do fator de necrose
tumoral a (TNF-a) produzido por mondcitos, macrofagos e células endoteliais e
que é responsavel pela inducdo de moléculas de adesdo no endotélio. As
citocinas, portanto, participam dos diversos estagios da inflamagéo e da resposta
imune, sendo fundamentais na expressdo das doengas inflamatérias (Sneller e
Fauci, 1997; Freire, 2000; Freire et al., 2004) (Figura 2).
Figura 2

Citocinas e resposta inflamatéria.
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Macrofago

http://www.google.com.br, margo de 2009.

1.4.POLIARTERITE NODOSA
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A poliarterite nodosa (PAN) é definida como uma vasculite necrosante de
artérias de médio e pequeno calibres (Lightfoot Jr. et al., 1990). E uma doenca
incomum, sem predominio em qualquer grupo racial, com maior prevaléncia em
adultos, principalmente do sexo masculino, entre a terceira e quinta décadas de
vida (Hunder, 1993; Conn,1994).

O inicio da doenga geralmente é insidioso. Sintomas constitucionais como
astenia, emagrecimento e febre estao quase sempre presentes. Mialgia difusa e
fraqueza muscular também séo frequentes (Guillevin et al., 1991; Lhote et al.,
1998). As lesdes cutaneas sao inespecificas; as mais encontradas sédo lesées
nodulares, ulceras e livedo reticular, sendo mais raros fendmeno de Raynaud e
necrose digital (Hunder, 1993; Conn, 1994). As manifestacdes articulares sao
comuns e representadas especialmente por artralgia e mais raramente artrite;
esta, quando presente, geralmente é transitoria, ndo erosiva e nao deformante
(Jennete et al., 2001; Guillevin et al., 1985; Hunder, 1993; Conn, 1994).

O envolvimento neuroldgico mais frequente € a neuropatia periférica (NP), que
pode ser encontrada em cerca de 70% dos casos, manifestando-se por
mononeurite multipla ou polineuropatia. Por sua vez, a ocorréncia de neuropatia
de pares cranianos é mais rara, sendo relatada em 2% dos casos (Guillevin et al.,
1992). O acometimento do sistema nervoso central (SNC) é infrequente, mas
podem ocorrer acidentes vasculares cerebrais e convulsées (Guillevin et al., 1985;
Fernandes, 1993; Hunder, 1993; Conn, 1994).

O envolvimento de artérias renais intraparenquimatosas geralmente se
expressa clinicamente por hipertensdo arterial sistémica, podendo acarretar

insuficiéncia renal (Hunder, 1993; Conn, 1994).
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As manifestacdes gastrintestinais s&do variaveis e mais frequentemente
surgem queixas de dores abdominais. Os casos mais graves podem evoluir com
perfuracdo de alcas intestinais e/ou hemorragia digestiva, episdédios com
altissimas taxas de mortalidade — de 75 a 100% desses casos (Karp et al., 1988;
Guillevin et al., 1992). Manifestac6es clinicas de acometimento hepatico sdo em
geral pouco expressivas; existe, entretanto, a possibilidade de se encontrar
esteatose, hepatite crénica e/ou cirrose, especialmente nos pacientes com
hepatite B (Guillevin et al., 1985; Guillevin et al.,1991; Fernandes, 1993; Hunder,
1993; Conn, 1994).

Outras manifestagcbes menos comuns sao: dor testicular, que esta presente
com maior frequéncia nos casos de PAN relacionada a presenga do virus da
hepatite B (Guillevin et al., 1991), sintomas de isquemia miocardica secundarios a
vasculite coronariana e alteracées oculares tais como episclerite, iridociclite e
oclusao da artéria retiniana central (Fernandes, 1993; Hunder, 1993; Conn, 1994).

Os exames complementares podem revelar alteragdes que traduzem a
existéncia de uma atividade inflamatéria e/ou outros achados inespecificos que
indicam envolvimento nos diversos 6rgaos. Para a confirmacdo diagnéstica €
necessaria a presenca de achados angiograficos e/ou histopatolégicos sugestivos
da doencga (Lightfoot Jr. et al., 1990; Hunder, 1993; Conn, 1994; Fernandes et al.,
1997).

A angiografia pode revelar mdultiplos microaneurismas especialmente nas
bifurcacées arteriais; areas de estenose, irregularidades no trajeto vascular e
locais de sangramento sdo outros possiveis achados, sendo as artérias

intraparenquimatosas renais, hepéaticas e mesentéricas as mais frequentemente
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acometidas (Lightfoot Jr. et al., 1990; Hunder, 1993; Conn, 1994; Fernandes et al.,
1995; Guillevin et al., 1991).

Os locais preferenciais para a realizacdo de biopsia sdo pele, musculo e
nervo. Os achados histopatolégicos revelam infiltrado inflamatério constituido por
polimorfonucleares e mononucleares, necrose fibrindide, ruptura da lamina
elastica e proliferacdo endotelial. Lesdes em diferentes estagios de evolucao
podem estar presentes na mesma amostra de tecido. Nas lesdes agudas, o
infiltrado celular €& predominantemente constituido por polimorfonucleares;
posteriormente, essas células sdo substituidas por linfécitos e mondcitos
(Lightfoot Jr. et al., 1990; Fernandes, 1993; Hunder, 1993; Conn, 1994).

Em 1990, o ACR estabeleceu critérios classificatérios para a PAN. Estes
critérios foram baseados em dados clinicos, angiograficos e histopatolégicos de
118 pacientes com o diagndstico definido de PAN comparados com 689 pacientes
com outras vasculites sistémicas primarias. O preenchimento desses critérios
revelou uma sensibilidade de 82.2% e especificidade de 86.6%. Uma vasculite
sistémica primaria sera classificada como PAN com o preenchimento de no
minimo trés dos dez critérios propostos (Quadro 3). Devido a inespecificidade de
suas manifestagcdes clinicas, no diagndstico diferencial devem ser sempre
colocadas diversas doengas inflamatorias, infecciosas e neoplasicas (Lightfoot Jr.
et al., 1990).

No tratamento da PAN utiliza-se corticosterdides geralmente em altas doses e
imunossupressores como a ciclofosfamida e a azatioprina. Pacientes que tém
hepatite B e/ou C devem ser tratados com a administracdo de drogas antivirais,

tais como a lamivudina e o interferon-o, e corticosteroides, reservando-se a
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ciclofosfamida apenas para os casos refratarios (Lightfoot Jr. et al., 1990;
Fernandes, 1993; Hunder, 1993; Conn, 1994; Guillevin et al., 1996; Lhote et al.,
1998; Guillevin, 2004). O beneficio do uso de agentes bioldgicos no manejo da
PAN ainda ndo estd comprovado, embora existam relatos de casos em que o
controle da doenca refrataria foi alcangado com o emprego destes (Al-Bishri et al.,
2005).

O prognéstico desta doenca é dependente da extensdo do envolvimento
sistémico e a mortalidade diretamente relacionada com os comprometimentos
gastrintestinal, renal, do SNC e miocardiopatia, fatores de pior prognéstico

denominados de FFS (Five-Factors Score) (Guillevin et al., 1996).

Quadro 3

Critérios classificatorios do ACR para PAN.

1 - Emagrecimento superior a 4 kg
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2 - Livedo reticular

3 - Dor testicular

4 — Mialgia difusa, fraqueza muscular ou dor a compressao das panturrilhas

5 - Neuropatia periférica

6 - Presséo arterial diastolica superior a 90 mmHg

7 - Elevacao de uréia (acima de 40 mg/dl) ou creatinina (acima de 1,5 mg/dl)

8 - Presenca de HBSAg ou Anti-HBS

9 - Anormalidade arteriografica (aneurismas ou estenoses de artérias viscerais,
excluindo-se aterosclerose, fibrodisplasia muscular e outras arteriopatias néo
inflamatorias)

10 - Alteracdes histopatolégicas em artérias de médio e/ou pequeno calibres
(presenca de polimorfonucleares associados ou nao a mononucleares na

parede arterial)

Lightfoot Jr. et al. (1990).

1.5.POLIANGIITE MICROSCOPICA
A poliangiite microscépica foi descrita em 1948 como uma forma particular,
microscopica, da PAN que exibia a presenca de glomerulonefrite crescéntica

como um elemento caracteristico. Na década de 80, com a descricdo do ANCA,
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tornou-se evidente que esse anticorpo era raro na PAN sem glomerulonefrite, mas
comum na variedade microscépica. Como essa forma n&o foi inicialmente
considerada uma entidade distinta da PAN, nao foi incluida na classificacdo de
1990 do ACR (Segelmark e Selga, 2007). Apenas em 1994, foi reconhecida como
uma entidade distinta da PAN, através do consenso de nomenclatura de Chapel
Hill. Atualmente, é definida como uma vasculite necrosante sistémica primaria,
nao-granulomatosa, pauci-imune que afeta preferencialmente vasos de pequeno
calibre (arteriolas, capilares e vénulas) (Guillevin et al., 1999). Diferencia-se da
PAN principalmente pela presenca de purpura, capilarite pulmonar,
glomerulonefrite necrosante segmentar e positividade para o ANCA. Embora nao
haja estudos epidemioldgicos, sua incidéncia parece ser maior do que a descrita
para a PAN. Apresenta leve predominio no sexo masculino com pico de incidéncia
em torno dos cinquenta anos de idade (Guillevin et al., 1999; Agard et al., 2003).

Queixas gerais constitucionais como febre, perda de peso e astenia estao
presentes em mais de 70% dos casos. Mialgia difusa, artralgia e artrite estao
presentes em 50-70% dos pacientes. Lesdes cutdneas como purpura estao
presentes em 40-60% dos casos (Guillevin et al., 1999; Agard et al., 2003).

O comprometimento gastrintestinal € responsavel por altera¢des tais como dor
abdominal (30-60%) e/ou sangramento (30%) (Guillevin et al., 1999; Agard et al.,
2003). A NP pode ocorrer em até metade dos casos. O envolvimento do SNC
ocorre em cerca de 10% dos casos (Guillevin et al., 1999).

O envolvimento renal na poliangiite microscépica é observado em 80% dos
casos e pode expressar-se através de glomerulonefrite necrosante pauci-imune

com alteracbes de sedimento urindrio tais como hematuria microscopica e/ou
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proteindria; a maioria dos pacientes apresenta algum grau de insuficiéncia renal,
as vezes dialise-dependente (Guillevin et al., 1999).

O comprometimento pulmonar é evidente em cerca de um terco dos casos,
podendo ocorrer hemorragia alveolar evidenciada clinicamente por dispnéia, tosse
e/ou hemoptise (Guillevin et al., 1999; Agard et al., 2003).

ANCA predominantemente de padrao perinuclear (p-ANCA) esta presente em
cerca de 3/4 dos pacientes. Quando investigado pelo método de ELISA, a maioria
dos casos apresenta anticorpos anti-MPO, mas anti-PR3 também pode ser
encontrado (Wiik, 2001); no entanto, os anticorpos ANCA ndo sdo um achado
especifico e podem ser encontrados, em menor frequéncia, em outras doencas
inflamatorias sistémicas, tais como as doencgas inflamatérias intestinais (Guillevin
et al., 1999).

No tratamento, utiliza-se glicocorticdides por via oral ou como pulsoterapia nos
casos graves. A ciclofosfamida ainda é a droga de escolha nos casos com
comprometimento visceral importante, tais como cardiopulmonar, renal,
gastrintestinal e/ou nervoso central e para 0s casos n&o-responsivos a
corticoterapia isolada. A azatioprina parece ser menos eficaz que a ciclofosfamida
no tratamento inicial da doenca, mas pode ser utilizada na fase de manutencao de
remissao induzida pela ciclofosfamida (Guillevin et al., 2003). A agao do agente
biolégico anti-TNF-a infliximabe foi investigada em um estudo ndo controlado com
pequeno numero de pacientes, em combinagdo com a terapia convencional, com
bons resultados na inducédo de remissao (Booth et al., 2004). A eficacia de outro
agente biolégico anti-CD-20, o rituximabe, no tratamento da poliangiite

microscopica também vem sendo avaliada, considerando-se a hipétese de que a
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deplecéao de células B pode acarretar eliminacdo da producdo do ANCA, anticorpo
provavelmente envolvido na patogénese da doencga. Estes estudos abrem novos
caminhos quanto as possibilidades terapéuticas, ja que a deplecao de linfécitos B
parece ser um mecanismo efetivo de indugéo e controle da resposta inflamatéria
(Langford e Sneller, 2003; Keogh et al., 2005; Smith et al., 2006; Jayne, 2008).

A poliangiite microscopica apresenta recidivas em cerca de um tergco dos
casos. As causas de Obito geralmente s&o devidas a vasculite renal e/ou pulmonar
e/ou as infeccdes secundarias ao tratamento com altas doses de corticosterdides
associados ou ndo a imunossupressores. ldade acima de 50 anos e aumento de
creatinina por ocasidao do diagndstico sao fatores de pior prognéstico (Guillevin et

al., 1999; Agard et al., 2003; Guillevin et al., 2003).

1.6.INDICES DE ATIVIDADE E GRAVIDADE DE DOENCA
As avaliacbes da atividade e da gravidade de doenca sdo aspectos
importantes no acompanhamento clinico e monitorizacao da resposta terapéutica

dos casos de vasculites sistémicas primarias.
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Devido a necessidade de padronizacdo e quantificacdo objetiva da atividade
de doencga para analises comparativas de diversas séries de pacientes, foi criado
o Birmingham Vasculitis Activity Score (BVAS) desenvolvido na Universidade de
Birmingham, Inglaterra, em 1994 (Lugmani et al., 1994). O BVAS pode ser
aplicado em todos os tipos de vasculites sistémicas primarias e considera a
presenca ou nao de alteragdes clinicas relacionadas a doenga em nove sistemas
organicos e sua pontuagao vai de zero a 63 (Anexo 1). Em um estudo realizado
com 278 pacientes com diagndstico de PAN, poliangiite microscépica ou sindrome
de Churg-Srauss, Gayraud et al. (2001) encontraram uma correlagdo positiva
entre um BVAS > 23 por ocasido do diagndstico e uma maior mortalidade;
aproximadamente 25% desses casos evoluiram para o Obito nos primeiros dois
anos apoés o diagndéstico da doenca.

Nao ha até o momento um instrumento ideal de avaliacdo de gravidade de
doenca. Na PAN e na poliangiite microscopica pode-se aplicar um score, o FFS
(Five-Factors Score) desenvolvido pelo French Vasculitis Study Group (Guillevin et
al., 1996). E utilizado nos casos de PAN e poliangiite microscépica por ocasido do
inicio do tratamento, sendo util na identificacdo dos pacientes que vao requerer
um tratamento inicial mais agressivo. O FFS considera a presenca ou nao de
cinco achados clinicos relacionados com o aumento nas taxas de mortalidade.
Sao eles: 1 - elevagédo da creatinina sérica (> 1,58 mg/dl); 2 - proteinaria (> 1
g/dia); 3 - envolvimento do trato gastrintestinal (sangramento e/ou perfuragdo e/ou
infarto e/ou pancreatite); 4 - envolvimento do SNC; 5 - miocardiopatia. A presenca
de cada fator corresponde a um ponto e a pontuacgao varia de zero a cinco

(Quadro 4). Em um estudo com 342 pacientes, Guillevin et al. (1996) observaram
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taxas de mortalidade de 46%, 26% e 12% nos casos com FFS > 2, FFS=1 e

FFS=0, respectivamente, nos primeiros cinco anos apés o diagndstico.

Quadro 4

Five-Factors Score (FFS)

Fatores progndsticos:

1-Proteinuria > 1g/dia.

2-Gastrintestinal (sangramento e/ou perfuracao e/ou infarto e/ou pancreatite).
3-Insuficiéncia renal (creatinina > 1,58 mg/dl).

4-Acometimento do sistema nervoso central.

5-Miocardiopatia.

Guillevin et al. (1996).

1.7.COMPLEXO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDADE
O Complexo Principal de Histocompatibilidade (CPH) foi descrito por Dausset
em 1958; trata-se de um grupo de glicoproteinas polimérficas encontradas em

todos os vertebrados e que, em humanos, sdo chamadas de Antigenos
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Leucocitarios Humanos (“Human Leukocyte Antigens”, HLA), por terem sido
demonstradas inicialmente em leucécitos (Dausset, 1985).

O complexo HLA consiste em um conjunto de aloantigenos, cuja importancia
foi reconhecida inicialmente no campo dos transplantes de tecidos e érgaos; por
este motivo, sdo também denominados de antigenos de histocompatibilidade,
elementos usados pelo sistema imune para diferenciar o préprio do ndo proprio
(Dausset, 1985; Abbas et al., 1994).

Os genes responsaveis pela codificacdo dos antigenos HLA localizam-se no
complexo ou regiao HLA, que corresponde a um pequeno segmento
cromossémico, no brago curto do cromossomo 6 humano (Trowsdale et al., 1985).
O complexo contém mais de 220 genes que codificam trés classes de moléculas
(classes I, Il e lll), classificadas de acordo com a sua estrutura e funcao (Robson
et al., 2003).

Uma grande caracteristica do CPH é o seu extenso polimorfismo, onde um
mesmo gene pode codificar duas ou mais moléculas e cada variante de um gene
polimorfico € denominado alelo. Um numero cada vez maior desses alelos tem
sido observado e o total chega a mais de 1700 (Conde, 2004). A prevaléncia de
alternativas alélicas para a maioria dos locos de CPH classes | e Il excede a
frequéncia que ocorreria secundariamente apenas a mutagdo. Além disso,
distintamente das diferencas alélicas de residuo Unico que caracterizam outras
proteinas, como as imunoglobulinas, o polimorfismo alélico do CPH ¢
caracterizado por diferengas em residuos multiplos. Assim, em vez de um produto
genético protéico que difere por um a trés aminoacidos em apenas um lugar, as

moléculas CPH podem diferir por mais de 10% de seus aminodacidos. Tais
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diferencas ocorrem em varias areas das moléculas CPH, mas a maioria das
variacdes ocorre em trés areas especificas, as regides hipervariaveis 1, 2 e 3.
Essas areas sao as responsaveis pela ligacdo especifica dos fragmentos de
peptideo a serem apresentados. Este polimorfismo genético ndo é acidental. E,
isto sim, provavelmente o resultado de selecdo positiva para ajudar a
sobrevivéncia contra os multiplos antigenos aos quais os seres humanos estao
expostos (Robinson e Nepom, 1993).

As moléculas de classe | sdo codificadas por genes localizados na regido HLA
— A, B e C, enquanto as de classe Il, na regiao HLA — D que é dividida em sub-
regidbes DR, DQ e DP (Campbell e Trowsdale, 1993). As moléculas de classe |
(Figura 3) sao constituidas por uma cadeia pesada variavel o (44.000 daltons),
transmembrana, codificada pelo CPH, associada nao covalentemente a B2-
microglobulina (17.000 daltons), pequena proteina extracelular soluvel, nao
polimérfica, codificada fora da regido do CPH por genes do cromossomo 15 e
chamada de cadeira leve invariavel (Bjorkman e Parham, 1990; Jones, 1997). A
cadeia a € dividida em trés dominios extracelulares (a1, a2 e a3). As moléculas
de classe | sdo expressas na superficie de quase todas as células nucleadas do
organismo, bem como nas plaquetas; sua principal funcao € apresentar em sua
superficie antigenos enddgenos (p.ex.: antigenos tumorais) que sdo gerados no
citoplasma da prépria célula, aos linfécitos T CD8+ citotéxicos que, por sua vez,
eliminam as células infectadas através da liberacdo de substancias téxicas

(Alberts et al., 2002).
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As moléculas de classe Il (Figura 4) sdo um heterodimero constituido por duas
cadeias glicoprotéicas, uma cadeia a (34.000 daltons) e uma cadeia B (29.000
daltons), em associagdo ndo covalente. As cadeias a e f sdo compostas de 229 e
237 aminoéacidos respectivamente e sdo formadas por trés regides: uma regiao
extracelular hidrofilica, uma transmembrana hidréfoba e uma regiao intracelular
hidrofilica. A regido hidrofilica extracelular da cadeia a contém dois dominios
(residuos 1 a 84 e 85 a 178), designados de a 1 e a 2, respectivamente. A regidao
hidrofilica extracelular da cadeia B também contém dois dominios (residuos 1 a 91
e 92 a 192) designados de B 1 e B 2, respectivamente (Brodsky et al., 1996). A
expressao das moléculas de classe Il ocorre preferencialmente nos linfocitos B,
macrofagos, linfécitos T ativados e células endoteliais e sua funcéo é apresentar
antigenos exdgenos (proteinas que foram endocitadas e degradadas no interior
da célula; p.ex.: proteinas bacterianas) aos linfécitos T CD4+, especializados em
ativar outras células como macréfagos e outros linfécitos, gerando uma resposta
imune ao agente agressor (Strachan, 1987; Abbas et al.,, 1994; Alberts et al.,
2002). Assim, as moléculas de classe Il ttm um papel central na resposta imune-
inflamatéria (Zaleski, 1991). Citocinas podem induzir a expressao das moléculas
de classe Il em uma variedade de células, conferindo-lhes capacidade de
apresentacdo antigénica. As moléculas de classe Il sdo, portanto, produtos de
genes envolvidos na resposta imune (Janeway e Travers, 1994).

Os genes relacionados as moléculas de classe Ill codificam proteinas do
sistema complemento (C2, C4) e citocinas tais como o fator de necrose tumoral-a

(TNF-a) (Nepom e Nepom, 1995).
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Figura 3

Molécula HLA classe |

Cadeia a

B microglobulina

== Espago extracelular

. Membrana plasmatica

Citosol
{‘:-.. COOH

Adaptado de Alberts et al. (2002)

Figura 4
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1.8. ALELOS HLA, PAN E POLIANGIITE MICROSCOPICA
Nas vasculites sistémicas primarias, a existéncia de predisposicdao genética

associada ao HLA nao é consenso na literatura; assim, este é um aspecto ainda
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nao definido; os dados sao escassos, com poucos estudos realizados. A raridade
dessas doencas dificulta o estudo do HLA nesses pacientes.

As diferengas encontradas na prevaléncia de casos de vasculite entre
diferentes grupos étnicos (Watts et al., 2001; Tsuchiya et al., 2003) e a ocorréncia
de casos de PAN e poliangiite microscopica em membros de uma mesma familia
(Harris e Jones, 1970; Leff et al., 1971; Reveille et al., 1989; Barbiano Di
Belgiojoso et al., 1991; Rotem et al., 1994; Mason et al., 1994) sugerem que
fatores ambientais e/ou genéticos podem atuar no desencadeamento dessas
doencas. Por outro lado, os alelos HLA também podem atuar como fatores
protetores em varias doengas auto-imunes, incluindo-se a PAN e a poliangiite
microscopica (Spencer et al., 1992; Hagen et al., 1995; Boki et al., 1997;
Papasteriades et al., 1997; Gencik et al., 1999; Borgmann e Haubitz, 2004; Fietta,
2004).

Com relacédo a agregacao familial na PAN, Schneider e Goldman (1962) foram
0s primeiros a relatar a ocorréncia de PAN entre irm&os. Harris e Jones (1970)
relataram a doenga em gémeas idénticas, com um intervalo de varios anos entre
o inicio dos sintomas em uma e na outra. Leff et al. (1971) relataram o
desenvolvimento de PAN em dois irmaos, com evolugao fatal em ambos, sendo a
mae portadora de LES. Reveille et al. (1989) observaram a ocorréncia de PAN
associada a infeccdo pelo virus da hepatiie B em pai e filho que néo
compartiihavam nenhum HLA comum. Rottem et al. (1994) descreveram trés
irmas com PAN, filhas de um casal saudavel e que herdaram o mesmo HLA do
pai (DR7;DR53), e mais uma familia, com o pai e a filha apresentando

granulomatose de Wegener e o filho PAN. Mason et al. (1994) referem o caso de

28



dois irmaos com PAN e evolucéo grave que compartilhavam o mesmo HLA (DR5),
herdado de mée saudavel; o inicio da doenca nestes irmaos ocorreu com

diferenca de oito anos (Quadro 5).

Quadro 5

Agregagéao familial na PAN

Referéncia Relacao Tipagem HLA-DR
Schneider e Goldman (1962) Irmaos NR
Harris e Jones (1970) Gémeos NR
Leff et al. (1971) Irmaos NR
Reveille et al. (1989) Pai e filho Alelos diferentes
Rottem et al. (1994) Irméos DR7;DR53
Mason et al. (1994) Irmaos DR5

NR: Nao realizada.

Da mesma forma, na poliangiite microscopica, também héa relatos de
agregacao familial da doencga. Barbiano Di Belgiojoso et al. (1991) descrevem pai
e filho acometidos por poliangiite microscépica. Heuze-Claudot et al. (1993) e
Franssen et al. (1994) observaram casos da doenca entre irmaos. Em nenhum

desses casos, porém, ha referéncia a investigacao dos alelos HLA-DR. Nowack et
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al. (1999) relatam a ocorréncia de poliangiite microscopica em irmaos que

apresentavam HLA-DR2 herdado dos pais (Quadro 6).

Quadro 6

Agregacao familial na poliangiite microscopica.

Referéncia Relacao Tipagem HLA-DR
Barbiano et al. (1991) Pai/filho NR
Claudot et al. (1993) Irméaos NR
Franssen et al. (1994) Irm&os NR
Nowack et al. (1999) Irm&os DR2

NR: Nao realizada.

Os estudos de casos familiares nas vasculites sistémicas primarias sao
importantes para avaliar a possibilidade de uma possivel predisposicdo genética
para estas doencas e também o papel de fatores ambientais, tais como a
exposicdo comum dos membros de uma mesma familia aos mesmos
determinantes antigénicos que podem vir a representar o papel de gatilho nestas
condicdes. Nowack et al. (1999) sugerem que nas vasculites sistémicas primarias
parece importante o papel de uma combinacdo de fatores genéticos, talvez
ligados ao HLA, associados a um provavel fator desencadeante ambiental.

Com relacdo a estudos mais detalhados, idealizados com o objetivo de

investigar uma possivel associagdo entre os alelos HLA-DR e o diagnéstico da
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PAN/poliangiite microscopica, avaliando um numero maior de casos em
comparag¢ao com controles saudaveis da mesma populagédo, os dados ainda sao
muito escassos, tanto na PAN quanto na poliangiite microscopica (Quadros 7 e 8).

Elkon et al. (1983) avaliaram 15 pacientes caucaséides com PAN nao
associada ao virus da hepatite B e ndo observaram diferenga estatisticamente
significativa quanto a frequéncia de determinado alelo HLA-DR em comparagéao
com controles saudaveis. Os autores estudaram também a frequéncia dos alelos
HLA-DR em 17 pacientes com granulomatose de Wegener e encontraram uma
maior frequéncia do HLA-DR2 nos casos em comparacdo aos controles
saudaveis. Os autores sugerem que a demonstracdo de uma maior frequéncia do
HLA-DR2 nos casos de granulomatose de Wegener, mas nao nos casos de PAN,
€ uma evidéncia de que estas doencas sao entidades distintas, com diferentes
mecanismos etiopatogénicos.

Reveille et al. (1989) estudaram 18 pacientes com PAN (14 caucasdides e
quatro afro-americanos; sendo trés deles de PAN associada ao virus da hepatite
B) e ndo observaram nenhuma associacdo com determinado alelo HLA-DR.

Boki et al. (1997) investigaram os alelos HLA-DR em 22 pacientes com PAN
ou poliangiite microscopica (sete com PAN, nove com poliangiite microscopica e
seis nos quais nao foi possivel diferenciar o diagnostico e classificar com
exatiddo). Os autores encontraram auséncia do DR3 nos casos - néao
diferenciaram a PAN da poliangiite microscépica na analise - em contraste com a
presenca em 17% na populagcao grega, e sugerem um possivel efeito protetor

deste HLA relacionado ao desenvolvimento das doencas.
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Quadro 7

Associagao entre os alelos HLA-DR e o diagnostico de PAN.

Referéncia Ano Pais n Associagao
Elkon et al. 1983 Inglaterra 15 Nenhuma
Reveille et al. 1989 EUA 18 Nenhuma

EUA: Estados Unidos da América.

Spencer et al. (1992) avaliaram os alelos HLA-DR em 59 pacientes
caucasoides com AASV (34 com granulomatose de Wegener e 25 com poliangiite
microscopica) comparados com controles saudaveis e encontraram uma menor
frequéncia do HLA-DR3 nos casos; ndo fizeram analises separadas de acordo
com o diagndéstico. Os autores sugerem que o DR3 pode ser um fator protetor
contra as AASV, associando-se a uma nao-responsividade dominante a uma
variedade de antigenos exdgenos, explicando-se este fato através da eliminacao
HLA-dependente de células T auto-reativas no timo durante a ontogénese e/ou
inducao alelo-especifica de células T supressoras periféricas.

Thomson et al. (1994) estudaram 27 pacientes portadores de AASV, 23 com
granulomatose de Wegener ou poliangiite microscépica, € mais quatro com outros
diagndsticos. Os autores encontraram uma associagao positiva com a presenca
do HLA-DR8 que se apresentou mais frequente nos casos em comparacao com o

grupo controle; nao fizeram andlises separadas de acordo com o diagnostico. Os
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autores sugerem uma relacao entre as AASV e o CMH através da apresentacao
preferencial de determinados peptideos antigénicos via HLA-DR para células T
especificas.

Hagen et al. (1995) avaliaram os alelos HLA-DR em 224 pacientes
caucasotides com AASV (25 com poliangiite microscépica), 95% dos quais
apresentavam positividade para o ANCA, comparados com controles saudaveis
doadores de sangue. Os autores observaram uma menor frequéncia
estatisticamente significativa do DR6/DR13 no grupo total de casos e sugerem um
efeito protetor deste HLA contra as AASV, através de uma provavel modulacao da
resposta imune-inflamatéria de células T auto-reativas; entretanto, quando os
pacientes com poliangiite microscépica foram analisados separadamente, nao
observaram nenhuma associacao estatisticamente significativa entre o diagndstico
da doenca e quaisquer dos alelos HLA-DR.

Zhang et al. (1995) estudaram um grupo de 94 pacientes com AASV (56 com
granulomatose de Wegener, 31 com poliangiite microscopica e sete com vasculite
limitada aos rins) em comparacdo com 90 individuos saudaveis da mesma
populagcdo e nao encontraram diferencas na distribuicdo dos alelos HLA-DR,;
apenas o grupo total de casos foi analisado; néo fizeram andlises separadas de
acordo com o diagnostico.

Papasteriades et al. (1997) investigaram os alelos HLA-DR em 23 pacientes
caucasoides com poliangiite microscopica com nefropatia. Os autores observaram
uma menor frequéncia do HLA-DR3 nos pacientes quando comparados aos
controles saudaveis. Os autores sugerem que fatores genéticos tém um

importante papel em determinar susceptibilidade ou influenciar a expressao da
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doenca e que a menor frequéncia do HLA-DR3 nos casos pode indicar uma
atuacao deste HLA como fator de protecao para a doencga, provavelmente através
de uma possivel participagdo na regulacdo da resposta imune ao antigeno
exogeno, determinando se uma particula deve ou nao ser apresentada.

Gencik et al. (1999) observaram uma menor frequéncia do HLA-DRB1*13 em
102 pacientes com AASV, 26 com anticorpos anti-MPO e 76 com anti-PR3, em
comparacao com controles saudaveis doadores de sangue da mesma populagao;
ndao fizeram analises separadas de acordo com o diagnéstico. Os autores
sugerem um possivel efeito protetor do DRB1*13 contra o desenvolvimento de
AASYV através da modulagao da resposta de células T.

Tsuchiya et al. (2003) observaram uma maior frequéncia do alelo HLA-
DRB1*0901 na avaliacao de 50 pacientes asiaticos com poliangiite microscopica
quando comparados com controles saudaveis. Os autores sugerem que o HLA-
DRB1*0901 pode estar relacionado a producdo de anticorpos anti-MPO na
populacdo asiatica, sendo que o mecanismo desta provavel associacdo ainda &
pouco conhecido.

Stassen et al. (2003) estudaram 241 pacientes com AASV, 183 com
anticorpos anti-PR3 e 58 com anti-MPO; n&o fizeram analises separadas de
acordo com o diagnéstico. Os pacientes apresentaram uma maior frequéncia do
HLA-DR4 e uma menor frequéncia do HLA-DR6 em comparagdao com doadores
de sangue da mesma populagdo. Os mesmos autores ampliaram a casuistica
para 304 pacientes com AASV, sendo a maioria (241) portadora de
granulomatose de Wegener, e observaram, mais uma vez, uma maior frequéncia

de DR4 e uma menor frequéncia de DR13 (6) em comparagdo com doadores de
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sangue da mesma populacdo (Stassen et al., 2009); entretanto, quando
consideraram apenas os casos com diagndstico de poliangiite microscépica (30

pacientes), nao observaram nenhuma associacao com quaisquer alelos HLA-DR.

Quadro 8

Associacao entre os alelos HLA-DR e o diagnéstico de poliangiite microscopica

Referéncia Ano Pais n Associacao
Hagen et al. 1995 Holanda 25 Nenhuma
Papasteriades et al. 1997 Grécia 23 | DR3
Tsuchiya et al. 2003 Japao 50 T DRB1*0901
Stassen et al. 2009 Holanda 30 Nenhuma

Frequéncia: |: menor; 1: maior.

Nado ha estudos a respeito da associacdo entre os alelos HLA-DR,
manifestacdes clinicas e gravidade de doenca em grupos de pacientes com PAN
ou poliangiite microscépica.

Papasteriades et al. (1997) descrevem cinco de seis pacientes com poliangiite
microscopica e doenca renal rapidamente progressiva nao responsiva ao
tratamento, positivos para HLA-DR5 e sugerem que este HLA pode estar
relacionado a uma doenga mais grave.

Assim, considerando-se a possibilidade da participacédo de alelos HLA na PAN

e/ou na poliangiite microscépica, seja como fator de risco ou de protecédo, o
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presente estudo propde-se a avaliar esta associacdao em uma populagao brasileira
caucasbide com PAN/poliangiite microscépica.

Acreditamos que a realizacdo deste estudo é importante, pois, desde os
primeiros relatos até os dias atuais, houve significativas mudancas: a definicdo de
melhores critérios classificatorios, com uma mais adequada distingdo entre a PAN
e a poliangiite microscépica, que permite uma selecdo mais adequada dos
doentes a serem investigados; a diferenciacao dos casos de PAN em associados
ou ndo ao virus da hepatite B; a idealizacdo de instrumentos mais adequados
para avaliar a atividade e a gravidade de doenca (BVAS e FFS) e mudancgas na
metodologia de investigacao dos alelos HLA, com o surgimento de novas técnicas
que permitem identificar mais adequadamente os polimorfismos moleculares.
Outro aspecto que justifica a importancia deste estudo é a auséncia de relatos na

nossa populagao.

2.0BJETIVOS
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1 - Avaliar a frequéncia dos alelos HLA-DR em um grupo de pacientes com
PAN/poliangiite microscopica.

2 — Investigar uma possivel relacdo entre os alelos HLA-DR, os indices de
atividade e gravidade de doenca e as manifestacées clinicas do grupo de

pacientes com PAN/poliangiite microscopica.

3.CASUISTICA E METODOS

3.1.SELECAO DOS PACIENTES
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Foram coletados os dados dos prontuarios dos pacientes com diagnéstico de
PAN ou poliangiite microscopica do ambulatério de vasculites do Hospital das
Clinicas/Disciplina de Reumatologia da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Universidade Estadual de Campinas (HC/FCM-UNICAMP) entre os anos de 1985
e 2003 e dos pacientes com diagnéstico de PAN do ambulatério de vasculites do
Hospital das Clinicas/Disciplina de Reumatologia da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo (HC/FM-USP).

O diagnéstico de cada paciente foi revisado de acordo com os critérios do
ACR para a PAN (Lightfoot Jr. et al., 1990) e da Conferéncia Internacional de
Consenso de Chapel Hill (CHCC) para poliangiite microscopica (Jennette et al.,
1994).

O diagnostico de PAN foi considerado quando ndo havia evidéncias de
envolvimento de pequenos vasos (arteriolas, vénulas e/ou capilares) tais como
lesbes cutdneas purpureas, glomerulonefrite necrosante pauci-imune e/ou
capilarite pulmonar. O diagndstico de poliangiite microscépica foi orientado pela
presenca de manifestacdes sugestivas do envolvimento de pequenos vasos,
sendo desconsiderados 0s casos que apresentavam granuloma e/ou eosinéfilos
nos achados histopatoldgicos.

Foram selecionados os pacientes com fenétipo caucaséide com diagnostico
de PAN néao associada ao virus da hepatite B ou poliangiite microscépica. Foram
excluidos os pacientes com outras doencas auto-imunes associadas e/ou com
sorologia positiva para hepatite B e/ou C e/ou HIV.

Uma ficha padrédo foi preenchida com os dados clinicos, laboratoriais,

arteriograficos e histopatolégicos por ocasido do diagnéstico (Anexo 2). O

38



protocolo de avaliagao clinica incluiu dados de identificacdo, histéria da doencga,
exame fisico e a realizagcdo dos seguintes exames laboratoriais: hemograma com
plaquetas, determinagdo da VHS (Wintrobe), urina |, proteindria de 24 horas
quando necessario, dosagem de uréia, creatinina, aminotransferases, pesquisa de
FAN (imunofluorescéncia indireta)), ANCA (imunofluorescéncia indireta),
crioglobulinas e sorologias para hepatites B e C e HIV. Os achados angiograficos
das artérias mesentéricas/renais e os dados histopatolégicos também foram
coletados, quando disponiveis.

A atividade e a gravidade da doenga foram avaliadas retrospectivamente, por
ocasido do diagnéstico, utilizando-se, respectivamente, o Birmingham Vasculitis
Activity Score (BVAS) (Lugmani et al., 1994) (Anexo 1) e o Five- Factors Score
(FFS) (Guillevin et al., 1996). De acordo com o BVAS, os pacientes foram
divididos em dois grupos: aqueles com BVAS < 22 e outro com BVAS > 22
(Guillevin et al., 1999). De acordo com o FFS, duas classes de score foram
definidas: 0, quando nenhum fator de pior prognéstico foi notado € > 1 quando 1
ou mais fatores estavam presentes (Guillevin et al., 1999).

As manifestacbes clinicas presentes por ocasido do diagnéstico foram
avaliadas de acordo com o sistema organico acometido, separadas em: gerais,
articulares, musculares, neuroldgicas centrais, neuroldgicas periféricas, cutaneas,
pulmonares, gastrintestinais, cardiovasculares, renais e oculares.

Os pacientes foram divididos em trés grupos: 1 - Total, que englobou os casos
de PAN e de poliangiite microscopica; 2 — PAN nao relacionada ao virus da

hepatite B e 3 — Poliangiite microscopica.
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As amostras de sangue para determinacao dos alelos HLA-DR foram obtidas
durante a avaliagdo clinica rotineiramente realizada nos ambulatorios, apos
consentimento informado (Anexo 3). A pesquisa foi iniciada apds aprovacao pela
Comissdo de FEtica da FCM-UNICAMP (Anexo 4). Foram utilizadas as
recomendacgdes do European league against rheumatism (EULAR) para a
realizacdo de estudos clinicos em pacientes com vasculites sistémicas primarias

(Hellmich et al., 2007).

3.2.GRUPO CONTROLE
Individuos com fendbtipo caucasodide, saudaveis, sem histéria e/ou clinica de

doenca auto-imune em numero de duas vezes 0 numero de casos. As amostras
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foram coletadas durante doacdo de sangue no Centro de Hematologia e
Hemoterapia do Hospital das Clinicas da FCM/UNICAMP, apds consentimento

informado (Anexo 3).

3.3.METODOS
3.3.1.EXTRACAO DE DNA

3.3.1.1.0btencéao dos leucdcitos
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A partir de 5 ml de sangue periférico, colhido em frasco de vacutainer, com
EDTA 15% como anticoagulante, foi realizada a lise das hemacias para a
obtencdo dos leucécitos das amostras da casuistica. As amostras de sangue
foram centrifugadas a 1.800 rpm, por 10 minutos; depois, o plasma foi descartado
e as hemacias lisadas com uma mistura de uma solugcdo 1:10 de cloreto de
amoénio e bicarbonato de aménio, por 20 minutos em repouso a temperatura
ambiente. Na etapa seguinte, as amostras foram centrifugadas a 3600 rpm, por 15
minutos, sendo depois descartado o sobrenadante; o processo de lise foi repetido
até que se obteve um “pellet” de leucécitos livre de hemacias.
3.3.1.2.Lise dos leucdcitos e precipitacdo do DNA

Ao “pellet” de leucdcitos foi adicionado 1 ml de DNAzol ™ (Gibco BRL,
Invitrogen). As amostras contendo o DNAzol ™ foram mantidas por trés horas em
repouso a temperatura ambiente, acrescentando-se em seguida 1 ml de etanol
absoluto gelado para a precipitacdo do DNA que foi retirado com a ajuda de uma
pipeta Pasteur e colocado em um eppendorf contendo 300 u/ de etanol 70%
gelado; as amostras foram entdo centrifugadas a 14.000 rpm por 1 minuto e o
sobrenadante descartado. Para a diluicdo do DNA utilizou-se de 150 a 300 u/ de
agua destilada estéril, de acordo com o “pellet” de DNA obtido. Em seguida, as
amostras foram incubadas a 37°C ‘overnight” para a sua solubilizagdo. A
quantificagdo do DNA foi realizada pelo High DNA Mass '™ Ladder (Gibco BRL,
Invitrogen), um marcador de massa molecular baseado na comparagdo da

intensidade da banda da amostra de DNA teste com a intensidade das bandas do
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marcador. As amostras foram entdo estocadas a —20°C para posterior

genotipagem.

3.3.2.TIPAGEM DOS ALELOS HLA-DR PELA TECNICA PCR-SSP DE BAIXA
RESOLUCAO

A tipagem dos alelos HLA-DR foi realizada através da técnica de amplificacao
pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR), utilizando-se sequéncias especificas
de primers DR de baixa resolu¢ao (Dynal, Biotech Ltd. UK).

A PCR é um método de biologia molecular que permite a amplificagdo de um
fragmento especifico de DNA escolhido pelo investigador, cuja concentragao final
excede em milhares de vezes a do restante do DNA presente na amostra
analisada. A reagdo consiste basicamente de trés fases: primeira: desnaturacao
da fita molde de DNA, ou seja, a sua separacdo; segunda: anelamento dos
primers na fita molde e terceira: sintese da nova sequéncia do DNA.

Para cada amostra de DNA dos pacientes e controles, foram realizados os
seguintes procedimentos: Em tubos especiais para PCR devidamente
identificados, foram distribuidos 5 u/ das solugdes de primers num total de 24
primers para cada tipagem HLA-DR. Em um outro tubo, foi preparada uma
solucao contendo 84 ul de solucéo stock de PCR (131 u/ de tampéo PCR 10x que
ja vem pronto no Kit TAQ DNA Polymerase nativa, 56 u/ de MgCl, 93,2 ul de
glicerol 99,9%, 3,8 ul de cada base de nucleotideos dCTP, dGTP, dATP, dTTP na
concentracdo de 10 mM, 265 ul de &gua deionizada estéril), 54 u/ de DNA

(~50ng/ul) e 2,2 ul de Taq Polymerase (=11 unidades), essa solucdo foi
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vortexeada gentilmente e em seguida 5 u/ da mesma foi distribuida em cada um
dos 24 tubos contendo os primers. Em seguida, a amplificagdo foi realizada em
um termociclador. No total, 30 ciclos foram utilizados com desnaturacéo inicial a
94<C durante 2 minutos, os 10 primeiros ciclos com desnaturacdo a 94<C, por 10
segundos, anelamento e extensédo a 65T, por 60 segu ndos e apds, 20 ciclos com
desnaturacao a 94T, por 10 segundos, anelamento a 61<C, por 50 segundos e
extensao a 72<C, por 30 segundos. Os produtos da re agcdo de amplificacao foram
aplicados em uma cuba de eletroforese horizontal contendo gel de agarose 2%
corado com brometo de etideo. Apds 30 minutos de corrida, os produtos da PCR
foram visualizados sob iluminagao ultravioleta e o gel fotografado utilizando-se o
sistema Polaroid para documentacao e posterior andlise dos resultados.

A interpretag@o dos resultados foi realizada através de uma tabela fornecida
pelo kit Dynal SSP HLA-DR de baixa resolugdo, constatando-se assim a presenca
ou auséncia de alelos ou grupos de alelos HLA-DR, segundo os seus padrdes de
amplificagédo especificos previamente definidos.

A tipagem HLA-DR foi realizada de acordo com a Nomenclature for factors of
the HLA system, 2002 (Marsh et al., 2002) e os seguintes alelos foram estudados:
B1*01, B1*03, B1*04, B1*07, B1*08, B1*10, B1*11, B1*12, B1*13, B1*14, B1*15,
B1*16, B3, B4*01 e B5. Os alelos B1*11 e B1*12, B1*13 e B1*14 e B1*15 e B1*16
foram estudados isoladamente e também em conjunto para possibilitar a
comparacao de nossos resultados com os dos estudos prévios que utilizaram uma
nomenclatura HLA-DR mais antiga (Quadro 9).

Quadro 9
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Nomenclatura dos alelos HLA-DR.

Alelos HLA-DR Equivalente prévio
DRB1*01 DR1
DRB1*03 DR3
DRB1*04 DR4
DRB1*07 DR7
DRB1*08 DR8
DRB1*09 DR9
DRB1*10 DR10
DRB1*11 DR5
DRB1*12 DR5
DRB1*13 DR6
DRB1*14 DR6
DRB1*15 DR2
DRB1*16 DR2

DRB3 DR52
DRB4*01 DR53
DRB5 DR51

Marsh et al. (2002)
3.3.3.ANALISE ESTATISTICA
A significancia estatistica foi avaliada pelo teste do %° ou teste exato de Fisher.

Valores de p abaixo de 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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4.RESULTADOS

4.1.ACHADOS DEMOGRAFICOS, CLINICOS E LABORATORIAIS
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Foram identificados 29 pacientes que puderam ser convocados para coleta de
sangue, sendo que 19 preencheram os critérios classificatérios para PAN, 14 da
FCM/UNICAMP e cinco da FM-USP, e 10 para poliangiite microscépica. Dentre os
pacientes com PAN, oito eram do sexo masculino e 11 do feminino, com idades
por ocasiao do diagnéstico variando de 12 a 52 anos, com meédia de 36,7 £ 11,5
anos. Dentre os pacientes com poliangiite microscopica, trés eram do sexo
masculino e sete do feminino, com idades por ocasidao do diagnéstico variando de
24 a 70 anos, com média de 39,2 + 15 anos. Dos 59 controles, 30 eram do sexo
masculino e 29 do feminino, com idades variando de 19 a 59 anos, com média de

36,6 £ 10,7 anos (Tabela 1).

Tabela 1

Caracteristicas demograficas dos casos e controles.

Controles
Caracteristica PAN (n=19)  Poliangiite (n=10) (n=59)
Média de idade (anos) 36,7 £11,5 39,2+15 36,6 +10,7
Género M/F 8/11 3/7 30/29

M: masculino; F: feminino.

As manifestagbes clinicas, o0 BVAS e o FFS dos pacientes estudados, por
ocasido do diagnéstico, estdo na Tabela 2.
Nos pacientes com PAN, mialgia difusa, presente em 79% dos casos, e

sintomas gerais como febre e/ou emagrecimento, e lesdes cutédneas, em 74%,
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foram as manifestagcdes clinicas mais frequentemente encontradas. As lesdes
cutaneas mais frequentemente observadas foram nddulos e livedo reticular.
Artralgia e/ou artrite foram encontradas em 53% dos pacientes. NP esteve
presente em 53% dos casos, expressando-se mais frequentemente como
mononeurite multipla. Acometimento do SNC foi observado em 31% dos casos, a
maioria com acidente vascular cerebral. Envolvimento renal manifestado por
elevacao da pressao arterial, hematuaria e/ou proteindria esteve presente em 53%
dos casos; um destes casos com insuficiéncia renal. Acometimento do trato
gastrintestinal foi observado em 31% dos casos, a maioria com dores abdominais;
dentre estes, verificou-se enterorragia em um caso. Dez pacientes (53%)
apresentavam BVAS < 22 e nove (47%) BVAS > 22. Em relagcdo ao FFS, dez
pacientes (53%) apresentavam FFS=0 e nove (47%) FFS >1.

Nos pacientes com poliangiite microscépica, artralgia e/ou artrite (90%) e
lesbes cutdneas (80%), na maioria lesGes purpureas, foram as manifestacdes
clinicas mais frequentemente observadas. Sintomas gerais como febre e
emagrecimento estavam presentes em metade dos casos. NP foi encontrada em
60% dos casos. Envolvimento do trato gastrintestinal foi observado em 60% dos
casos, dentre estes, um paciente com enterorragia e perfuracdo. Acometimento
renal evidenciado por elevagdo da pressao arterial, hematuria e/ou proteinuria
esteve presente em 40% dos casos; em trés destes pacientes observou-se
insuficiéncia renal. Acometimento pulmonar foi evidenciado em trés pacientes

(30%), dois deles com hemorragia alveolar. Sete pacientes (70%) apresentavam
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BVAS < 22 e trés (30%) BVAS > 22. Em relagdo ao FFS, quatro pacientes

apresentavam FFS=0 (40%) e seis FFS > 1 (60%).

Tabela 2

Manifestacoes clinicas, BVAS e FFS dos casos (%).

Manifestacao clinica Total (n=29) PAN (n=19) Poliangiite (n=10)
Sintomas gerais 19 (65) 14 (74) 5 (50)
Articular 19 (65) 10 (53) 9 (90)
Muscular 19 (65) 15 (79) 4 (40)
SNC 6 (21) 6 (31) 0 (00)
NP 16 (55) 10 (53) 6 (60)
Cutanea 22 (76) 14 (74) 8 (80)
Pulmonar 4 (14) 1 (5) 3 (30)
Gastrintestinal 12 (41) 6 (31) 6 (60)
Cardiovascular 3(10) 1 (5) 2 (20)
Renal 14 (48) 10 (53) 4 (40)
Ocular 5(17) 2 (10) 3 (30)
BVAS < 22 17 (59) 10 (53) 7 (70)
BVAS > 22 12 (41) 9 (47) 3(30)
FFS =0 14 (48) 10 (53) 4 (40)
FFS > 1 15 (52) 9 (47) 6 (60)

SNC: sistema nervoso central; NP: neuropatia periférica.
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O ANCA foi pesquisado em 15 dos 19 pacientes com PAN e apresentou-se
negativo em todos; e em oito dos dez pacientes com poliangiite microscopica, trés

apresentaram p-ANCA e um c-ANCA positivo.
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4.2.ALELOS HLA-DR
Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre as frequéncias dos

alelos HLA-DR nos grupos de casos quando comparados ao grupo controle

(Tabela 3).
Tabela 3
Alelos HLA-DR nos casos e controles (%).
HLA-DR Total (n=29) PAN (n=19) Poliangiite (n=10)  Controles (n=59)
n (%) n (%) n (%) n (%)
B1*01 7 (24) 5 (26) 2 (20) 12 (20)
B1*03 6 (21) 4 (21) 2 (20) 11 (19)
B1*04 6 (21) 5 (26) 1(10) 20 (34)
B1*07 5(17) 5 (26) 0 (00) 10 (17)
B1*08 2(7) 2(10) 0 (00) 6 (10)
B1*09 0 (00) 0 (00) 0 (00) 2(3)
B1*10 1(3) 1(5) 0 (00) 1(2)
B1*11 9 (31) 5 (26) 4 (40) 16 (27)
Bi1*12 1(3) 0 (00) 1(10) 2(3)
B1*13 4(14) 1(5) 3 (30) 11 (19)
B1*14 4 (14) 2 (10) 2 (20) 9 (15)
B1*15 5(17) 2 (10) 3(30) 6 (10)
Bi1*16 3(10) 2(10) 1(10) 2(3)
B3 18 (62) 10 (53) 8 (80) 43 (73)
B4*01 10 (34) 9 (47) 1(10) 28 (47)
B5 7 (24) 4 (21) 3 (30) 8 (14)
B1*11/B1*12 10 (34) 5 (26) 5 (50) 18 (30)
B1*13/B1*14 6 (21) 2 (10) 4 (40) 19 (32)
B1*15/B1*16 7 (24) 4 (21) 3 (30) 8 (14)
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Com relagcado ao grupo total de casos, encontrou-se uma maior frequéncia

estatisticamente significativa de HLA-DRB1*16 (p=0.023) e DRB4*01 (p=0.048) no

grupo de pacientes com um maior indice de atividade de doenca por ocasidao do

diagnéstico (BVAS > 22) quando comparado aos grupos com BVAS < 22 e

controle (Tabela 4).

Tabela 4

Alelos HLA-DR no grupo total de casos de acordo com o BVAS e nos controles

HLA-DR BVAS >22 (n=12) BVAS <22 (n=17) Controles (n=59)
n (%) n (%) n (%)
B1*01 5 (42) 2(12) 12 (20)
B1*03 1(8) 5 (29) 11 (19)
B1*04 4 (33) 2(12) 20 (34)
B1*07 3 (25) 2(12) 10 (17)
B1*08 0 (00) 2(12) 6 (10)
B1*09 0 (00) 0 (00) 2(3)
B1*10 0 (00) 1(6) 1(2)
B1*11 3 (25) 6 (35) 16 (27)
B1*12 0 (00) 1(6) 2(3)
B1*13 0 (00) 4 (24) 11 (19)
B1*14 1(8) 3(18) 9 (15)
B1*15 3 (25) 2(12) 6 (10)
B1*16 3 (25)* 0 (00)* 2(3)
B3 5 (42) 13 (76) 43 (73)
B401 7 (58)* 3 (18)* 28 (47)*
B5 5 (42) 2(12) 8(14)
B1*11/B1*12 3 (25) 7 (41) 18 (30)
B1*13/B1*14 1(8) 5 (29) 19 (32)
B1"15/B1*16 5 (42) 2(12) 8 (14)
*p < 0,05
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Os pacientes sem fatores de pior prognéstico (FFS=0) apresentaram uma
maior frequéncia estatisticamente significativa de HLA-DRB1*03 em comparacao

aos casos com FFS > 1 e ao grupo controle (Tabela 5).

Tabela 5

Alelos HLA-DR no grupo total de casos de acordo com o FFS e nos controles.

HLA-DR FFS >1 (n=15) FFS =0 (n=14) Controles (n=59)
n (%) n (%) n (%)
B1*01 5 (33) 2(14) 12(20)
B1*03 0 (00)* 6 (43)* 11 (19)*
B1*04 2 (13) 4 (29) 20 (34)
B1*07 4 (27) 1(7) 10 (17)
B1*08 1(7) 1(7) 6 (10)
B1*09 0 (00) 0 (00) 2(3)
B1*10 0 (00) 1(7) 1(2)
B1*11 5 (33) 4 (29) 16 (27)
B1*12 0 (00) 1(7) 2(3)
B1*13 3 (20) 1(7) 11 (19)
B1*14 2(13) 2(14) 9(15)
B1*15 4 (27) 1(7) 6 (10)
B1*16 2 (13) 1(7) 2(3)
B3 8 (53) 10 (71) 43 (73)
B4*01 6 (40) 4 (29) 28 (47)
B5 5 (33) 2 (14) 8 (14)
B1*11/B1*12 5 (33) 5(35) 18 (30)
B1*13/B1*14 4 (27) 2(14) 19 (32)
B1*15/B1*16 5 (33) 2(14) 8 (14)
*p < 0,05
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A frequéncia de HLA-DRB1*11 e/ou B1*12 (p=0.046), B1*13 (p=0.021) e B3
(p=0.008) foi significativamente maior nos pacientes com envolvimento
gastrintestinal e a de DRB1*15 e/ou DRB1*16 (p=0.035) e B5 (p=0.035) nos
pacientes com acometimento renal, quando comparados aos pacientes sem

envolvimento gastrintestinal e renal, respectivamente (Tabela 6).

Tabela 6

Alelos HLA-DR e manifestacdes clinicas gastrintestinais/renais
(ausentes/presentes) no grupo total de casos (n=29).

HLA-DR Gastrintestinal (%) Renal (%)
B1*01 23/25 20/29
B1*03 23/17 27/14
B1*04 29/8 7/36
B1*07 23/8 20/14
B1*08 12/0 13/0
B1°09 0/0 0/0
B1*10 6/0 7/0
B1*11 12/58* 40/21
B1*12 6/0 7/0
B1*13 0/33* 20/7
B1*14 12/17 20/7
B1*15 18/17 7/29
B1*16 18/0 0/21

B3 41/92* 73/50
B4*01 47/17 20/50
B5 29/17 7/43*
B1*11/B1*12 18/58* 47/21
B1*13/B1*14 12/33 27/14
B1*15/B1*16 29/17 7/43*

*p < 0,05
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Com relacao aos pacientes com PAN, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa nas frequéncias dos alelos HLA-DR considerando-se o BVAS e o FFS
em comparagao com 0s controles e a presenca ou auséncia de manifestacdes
clinicas especificas.

Com relacao aos pacientes com poliangiite microscépica, aqueles com BVAS
> 22 (p=0.038) e FFS > 1 (p=0.039) apresentaram uma maior frequéncia
estatisticamente significativa de DRB1*15 quando comparados aqueles com
BVAS < 22 e FFS = 0 e aos controles. Encontrou-se também uma maior
frequéncia estatisticamente significativa de DRB1*15 e/ou DRB1*16 (p=0.033) e
B5 (p=0.033) nos pacientes com envolvimento renal e de DRB1*11 e/ou DRB1*12
(p=0.023) nos pacientes ANCA negativos, quando comparados aqueles sem
envolvimento renal e ANCA positivos, respectivamente (Tabelas 7, 8,9 e 10).

Dois outros pacientes com PAN associada ao virus da hepatite B foram
estudados. Encontrou-se a presencga dos seguintes alelos DR: B1*11, B1*16, B3 e
B5 no primeiro e B1*07, B1*15, B4*01 e B5 no segundo.

DRB1*09 mostrou-se ausente em todos 0s casos e presente em apenas dois

controles.
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Tabela 7
Alelos HLA-DR no grupo de casos com poliangiite microscépica de

acordo com o BVAS e no grupo controle.

HLA-DR BVAS >22 (n=3) BVAS <22 (n=7) Controles (n=59)
n (%) n (%) n (%)
B1*01 1(33) 1(14) 12 (20)
B1*03 0 (00) 2 (29) 11 (19)
B1*04 1(33) 0 (00) 20 (34)
B1*07 0 (00) 0 (00) 10 (17)
B1*08 0 (00) 0 (00) 6 (10)
B1*09 0 (00) 0 (00) 2(3)
B1*10 0 (00) 0 (00) 1(2)
B1*11 0 (00) 4 (57) 16 (27)
B1*12 0 (00) 1(14) 2 (3)
B1*13 0 (00) 3 (43) 11 (19)
B1*14 1(33) 1(14) 9 (15)
B1*15 2 (67)* 1 (14)* 6 (10)*
B1*16 1(33) 0 (00) 2(3)
B3 1(33) 7 (100) 43 (73)
B4*01 1(33) 0 (00) 28 (47)
B5 2 (67) 1(14) 7(12)
B1*11/B1*12 0 (00) 5 (71) 18 (30)
B1*13/B1*14 1(33) 3 (43) 19 (32)
B1*15/B1*16 2 (67) 1(14) 8 (14)

*p< 0,05



Tabela 8
Alelos HLA-DR no grupo de casos com poliangiite microscépica

de acordo com o FFS e no grupo controle.

HLA-DR FFS >1 (n=6) FFS =0 (n=4) Controles (n=59)
n (%) N (%) n (%)
B1*01 1(17) 1 (25) 12 (20)
B1*03 0 (00) 2 (50) 11 (19)
B1*04 1(17) 0 (00) 20 (34)
B1*07 0 (00) 0 (00) 10 (17)
B1*08 0 (00) 0 (00) 6 (10)
B1*09 0 (00) 0 (00) 2 (3)
B1*10 0 (00) 0 (00) 1(2)
B1*11 2 (33) 2 (50) 16 (27)
B1*12 0 (00) 1(25) 2 (3)
B1*13 2 (33) 1 (25) 11 (19)
B1*14 1(17) 1 (25) 9 (15)
B1*15 3 (50)* 0 (00)* 6 (10)*
B1*16 1(17) 0 (00) 2(3)
B3 4 (67) 4 (100) 43 (73)
B4*01 1(17) 0 (00) 28 (47)
B5 3 (50) 0 (00) 8 (14)
B1*11/B1*12 2(33) 3(75) 18 (30)
B1*13/B1*14 3 (50) 1(25) 19 (32)
B1*15/B1*16 3 (50) 0 (00) 8 (14)

*p < 0,05



Tabela 9

Alelos HLA-DR no grupo de pacientes com poliangiite microscopica e
acometimento renal (ausente/presente) (n=10).

HLA-DR Renal (%)
B1*01 17/25
B1*04 0/25
B1*10 0/0
B1*11 67/0
B1*12 17/0
B1*13 33/25
B1*14 17/25
B1*15 0/75%
B1*16 0/25

B3 100/50
B4*01 0/25
B5 0/75*
B1*11/B1*12 83/0
B1*13/B1*14 33/50
B1*15/B1*16 0/75"

*p < 0,05

Alelos HLA-DR nos pacientes com poliangiite microscépica de acordo com o

Tabela 10

ANCA (presenca/auséncia) (n=8).

HLA-DR ANCA positivo (n=4) (%) ANCA negativo (n=4) (%)
DRB1*11/DRB1*12 1 (25) 4 (100)*
*p < 0,05
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Os resultados de todas as outras comparagdes realizadas, ndo apresentados
nesta secéao, estao tabelados no Anexo 5.
5.DISCUSSAO

A PAN e a poliangiite microscépica sdo vasculites sistémicas primarias raras,
cujos mecanismos etiopatogénicos ainda ndo sao totalmente esclarecidos,
envolvendo a producdo de ANCA na poliangiite microscépica e de
imunocomplexos na PAN (Lightfoot Jr. et al., 1990; Jennette et al., 1994;
Borgmann e Haubitz, 2004; Hellmich et al., 2007).

Até o presente momento, ndo se sabe se polimorfismos envolvendo genes
responsaveis pela producdo de moléculas envolvidas na resposta imune-
inflamatéria podem causar susceptibilidade para o desencadeamento da
PAN/poliangiite microscopica. Alguns polimorfismos tém sido estudados e
hipéteses tém sido formuladas a respeito de uma possivel influéncia
fisiopatologica (Nowack et al., 1999; Fietta, 2004).

Nas AASV, polimorfismos relacionados ao controle da expressao constitutiva
de MPO e PR3 na membrana dos neutréfilos tém sido estudados. Pacientes com
poliangiite microscépica tém apresentado diferentes padrdes de expressao de
MPO na membrana dos neutréfilos e este aspecto parece estar relacionado ao
risco de agudizagdo da doenga. Polimorfismos relacionados ao controle da
producéo de IL-10 e a-1-antitripsina também tém sido observados em associac¢ao
com o risco de agudizacao da poliangiite microscopica (Sanders et al., 2004).

Na PAN, foram observadas mutacées no gene da febre familiar do

Mediterraneo  relacionadas a uma maior susceptibilidade para o
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desencadeamento da doenga em criangas. Acredita-se que estas mutacdes
contribuem para o desenvolvimento de uma resposta imune-inflamatéria
exacerbada apds exposicao a determinados antigenos exdgenos em alguns casos
de PAN na infancia (Yalginkaya et al., 2007).

Os alelos HLA-DR séo os alelos de classe Il mais frequentemente associados
as condi¢gdes imunopatoldgicas, tais como a artrite reumatoéide (Louzada-Junior et
al., 2008). Na PAN e na poliangiite microscépica, a associagdo com os alelos
HLA-DR tem sido relatada com resultados varidveis de acordo com a populagéao
estudada. Alguns destes estudos foram publicados antes do consenso de Chapel
Hill e provavelmente avaliaram pacientes com poliangiite microscépica em
conjunto com pacientes com PAN. No presente estudo, foram avaliados pacientes
com PAN e poliangiite microscépica isoladamente e também em conjunto para
permitir comparacdo com aqueles estudos mais antigos. Ndo encontramos
associagdo entre os alelos HLA-DR e o diagnostico de PAN ou poliangiite
microscopica na nossa casuistica, mesmo quando essas doencas foram avaliadas
em conjunto.

N&o ha estudos a respeito da associacdo entre um especifico alelo HLA-DR e
indices de atividade e gravidade de doenca em pacientes com PAN e/ou
poliangiite microscopica.

O melhor score para avaliar a gravidade dos casos de PAN ou poliangiite
microscoépica é o FFS. Guillevin et al. (1996) desenvolveram o FFS com o intuito
de melhor caracterizar o prognéstico de pacientes com PAN ou poliangiite
microscdpica por ocasido do diagndstico da doenga, identificando-se desta forma

aqueles que requerem uma terapia inicial mais agressiva. Este score tem
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orientado o tratamento para a introducéo de corticosterdides em associacdo com
a ciclofosfamida nos casos que apresentam FFS > 1. De acordo com esse
parametro, recomenda-se que os pacientes com FFS=0 sejam tratados apenas
com corticosterdides. Entretanto, na pratica clinica diaria, a utilizacdo desse score
exige cautela, pois muitos pacientes com FFS=0 também necessitam de
citostatico para o controle da doenca, e 12% destes casos evoluiram para o 6bito
em até cinco anos apds o diagnostico (Guillevin et al., 1996). Outra limitacao
desse score € o ndo reconhecimento da hemorragia pulmonar que é uma
manifestacdo potencialmente letal da poliangiite microscépica e que também
exige um tratamento agressivo (Langford, 2001).

Por sua vez, o BVAS é um indice de avaliacdo de atividade de doenca
utilizado em pacientes com vasculites sistémicas primarias para melhor
caracterizar a evolucéao clinica e monitorizar a resposta terapéutica, identificando-
se desta forma os casos que requerem ajustes no tratamento. No entanto, se
considerarmos que um maior BVAS correlaciona-se com doenca mais
disseminada, podemos especular também que um maior BVAS pode estar
relacionado com doenga mais agressiva (Lugmani et al., 1994).

No6s escolhemos para a andlise do BVAS o ponto de corte em 22 e para o FFS
em 1; estas escolhas foram baseadas no relato de Guillevin et al. (1999) que
avaliaram o BVAS e o FFS em 85 pacientes com poliangiite microscopica e
encontraram uma maior taxa de sobrevida, em cinco anos apds o diagndstico, nos

casos com FFS=0 e BVAS < 23.

61



Papasteriades et al. (1997) descrevem cinco de seis pacientes com poliangiite
microscopica e doenca renal rapidamente progressiva nao responsiva ao
tratamento, positivos para HLA-DR5 e sugerem que este HLA pode estar
relacionado a doenga mais grave. No nosso grupo total de pacientes, uma maior
frequéncia de DRB1*11 e/ou DRB1*12, alelos previamente tipados como HLA-
DR5, relacionou-se com o0 acometimento do trato gastrintestinal, uma
manifestacao clinica potencialmente grave da PAN/poliangiite microscopica. Os
alelos DRB1*13 e B3 também apresentaram uma maior frequéncia nos pacientes
com acometimento do trato gastrintestinal no grupo total de casos.

No grupo total de casos, encontramos também uma maior frequéncia de HLA-
DRB1*16 e B4*01 naqueles pacientes com doenga mais disseminada mensurada
pelo BVAS por ocasido do diagnéstico. Por outro lado, HLA-DRB1*03 foi mais
frequente naqueles pacientes com doenca mais leve. O DRB1*03, previamente
tipado como DR3, é o HLA que se mostrou menos frequente nos casos de PAN e
poliangiite microscépica em estudos prévios, o que levou os autores a especular
que ele pode representar um fator de protecéo contra o desencadeamento destas
doencas (Boki et al., 1997; Papasteriades et al., 1997). Nossos resultados
sugerem uma possivel participacdo do DRB1*03 como fator de protecdo contra o
desencadeamento de uma doenga mais agressiva na nossa populagéo. O
contrario pode ser verdadeiro para os alelos DRB1*16 e B4*01 que podem
representar fatores de risco para o desenvolvimento de uma doenga mais grave
na nossa populagao.

Os alelos DRB1*15 e/ou B1*16 e B5 apresentaram uma maior frequéncia nos

pacientes com envolvimento renal no grupo total de casos. O envolvimento renal
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comprovadamente contribui para um pior prognéstico nos individuos com PAN ou
poliangiite microscépica.

Nossos resultados sugerem que os alelos DRB1*15/B1*16, B4*01, B1*03,
B1*11/DRB1*12, B1*13, B3 e B5 podem ter influéncia na expressao clinica da
PAN/poliangiite microscépica, bem como no prognéstico dos nossos pacientes.

A poliangiite microscopica é considerada uma vasculite sistémica primaria
predominantemente de pequenos vasos associada ao ANCA. Este grupo inclui
também a granulomatose de Wegener e a sindrome de Churg-Strauss. A
poliangiite microscépica difere daquelas outras duas por apresentar uma
histopatologia inflamatéria nao-granulomatosa e uma menor frequéncia do ANCA.
O pequeno numero de pacientes com poliangiite microscépica da nossa amostra
pode limitar o valor de nossos resultados; apesar disto, ndés encontramos uma
maior frequéncia do DRB1*15 nos pacientes com BVAS > 22 e FFS > 1 e
sugerimos que este HLA pode estar associado a um espectro de doenca mais
agressiva nos casos de poliangiite microscépica na nossa populacdo. Esta
associacao talvez indique uma possivel apresentacao preferencial de peptideos
antigénicos via HLA-DR para células T especificas como parte do processo de
ativagdo da doencga.

No6s observamos também uma maior frequéncia dos alelos DRB1*15/B1*16 e
B5 nos pacientes com poliangiite microscépica e envolvimento renal.
Anteriormente, a frequéncia de envolvimento renal na poliangiite microscoépica era
apontada como sendo de 100%, isto porque as séries de pacientes estudados
eram provenientes exclusivamente de servicos de nefrologia; porém,

aproximadamente 20% dos casos podem evoluir sem evidéncias clinicas de
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envolvimento renal (Guillevin et al., 1999). Agard et al. (2003) encontraram
acometimento renal por ocasido do diagndstico em 45% de 36 casos de
poliangiite microscopica estudados; esta frequéncia € semelhante a encontrada
na nossa amostra na qual observamos uma frequéncia de 40% de envolvimento
renal por ocasiao do diagnostico.

Outro dado interessante observado por nds € a associacao entre os alelos
DRB1*11 e/ou B1*12 e a negatividade para o ANCA nos pacientes com poliangiite
microscoépica. Spencer et al. (1992) encontraram uma associagdo positiva entre
DR2 e a persisténcia do ANCA positivo em um grupo de 49 pacientes portadores
de granulomatose de Wegener ou poliangiite microscépica, mesmo apos a
instituicdo de um tratamento adequado, e sugerem uma possivel relacdo entre o
HLA e a sintese do ANCA; estes autores, no entanto, ndo sugerem nenhum
mecanismo fisiopatolégico que explique este achado e reconhecem a
necessidade da realizagdo de outros estudos para confirmacdo ou ndo deste
dado, devido ao pequeno numero de pacientes estudados. Por sua vez, Stassen
et al. (2009) ndo encontraram nenhuma associacao entre quaisquer dos alelos DR
e a persisténcia ou ndao do ANCA positivo durante o primeiro ano de
acompanhamento do tratamento de 304 pacientes portadores de AASV. Até o
presente momento, os estudos n&o confirmaram uma associagao definitiva entre o
ANCA e os alelos HLA-DR na poliangiite microscépica. Vietinghoff et al. (2006)
sugerem que os alelos HLA sado os responsaveis pela influéncia genética na
expressao de PR3 na membrana de neutréfilos nos casos de granulomatose de
Wegener, a forma mais comum de vasculite associada ao ANCA. Em contraste,

na poliangiite microscépica, o antigeno ANCA geralmente envolvido é a MPO e
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nao a PR3. A relagdo entre a MPO e os alelos HLA é um aspecto que merece
futuros estudos para uma melhor compreensdao dos mecanismos envolvidos no
desencadeamento da poliangiite microscépica.

Com relagdo aos casos de PAN, ndo encontramos nenhuma associagdo com
os alelos HLA-DR. Quanto a andlise dos dois casos de PAN associada ao virus da
hepatite B acreditamos ser importante relatar: em extensa revisdo da literatura,
Singh et al. (2007), descrevem os dados existentes a respeito da relacao entre os
alelos HLA-DR e a infeccédo pelo virus da hepatite B (HBV); HLA-DR 13 esta
consistentemente associado com a eliminagao do HBV apds a infeccao aguda na
maioria das populagdes estudadas; por outro lado, HLA-DR B1*11/B1*12 estao
associados com a persisténcia do virus B e evolugcdo para infeccdo crénica na
maioria das populacées estudadas. Um de nossos dois pacientes com diagndstico
de PAN associada ao virus da hepatite B mostrou-se positivo para DRB1*11. Os
outros alelos encontrados nestes dois casos ndo apresentam nenhuma das
relacbes com o HBV descritas na literatura. Quanto a hepatite C, os alelos HLA-
DR B1*03 e B1*07 apresentam uma associacdo consistente com a
susceptibilidade ao HCV, infeccdo cronica e doenca hepéatica mais grave em
diversas populagdes. HLA-DR B1*11/B1*12 estdo associados com a eliminagéo
do HCV apéds infeccdo aguda e doenca hepatica menos grave na maioria dos
grupos étnicos estudados. HLA-DR3 apresenta associacdo com a formagédo de
crioglobulinas na hepatite C crénica (Singh et al., 2007). Por sua vez, Cacoub et
al. (2001) estudaram pacientes com vasculite associada ao HCV e observaram

uma maior frequéncia de HLA-DR11 nestes casos; sugerem que este HLA pode
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atuar no mecanismo de clearance do HCV, aumentando o risco de
desenvolvimento de vasculite nestes casos.

O presente estudo avaliou individuos com fenédtipo caucasoide. Afro-
descendentes e asiaticos ndo foram incluidos na nossa casuistica. NOs
reconhecemos as limitagdes existentes quando se tenta classificar de acordo com
a raca, os individuos da nossa populacdo, reconhecidamente miscigenada;
entretanto, acreditamos que esta constatacéo nao invalida os nossos resultados.

Outra restricdo que pode ser considerada como relacionada ao nosso estudo
€ o0 pequeno numero de individuos com diagnéstico de PAN/poliangiite
microscoépica avaliados; entretanto, tanto a PAN quanto a poliangiite microscépica
sao doencas raras, fato evidente ndo apenas na nossa populacdo, mas também
mundialmente.

Acreditamos que este estudo € uma contribuicao valida, pois ndo ha respostas
definitivas a respeito de uma possivel relacdo entre os antigenos HLA e as
vasculites sistémicas primarias. Investigar esta relacao é importante ndo apenas
do ponto de vista etiopatogénico, mas, principalmente, do ponto de vista clinico,
avaliando-se uma possivel correlacdo com os parametros clinicos, na tentativa de
se identificar os pacientes com uma doenca mais grave antes de se iniciar a
terapéutica, buscando-se assim um tratamento mais adequado.

Acreditamos também que o presente estudo em conjunto com todos o0s outros
realizados até o momento, podem representar um guia para a realizacdo de
futuras investigacdes, em especial aquelas que poderao clarificar os mecanismos
fisiopatoldégicos atravées dos quais os alelos HLA podem influir no

desencadeamento e/ou na evolugao destes casos.
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6.CONCLUSOES

1. Nao houve associacao entre os alelos HLA-DR e o diagnéstico de PAN e
poliangiite microscépica na nossa populagao.

2. Nossos resultados sugerem que os alelos HLA-DRB1*15/B1*16, B4*01,
B1*03, B1*11/B1*12, B1*13, B3 e B5 podem influenciar a expressao clinica da

PAN e da poliangiite microscépica na nossa populagao.
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8.ANEXOS
ANEXO 1- BVAS:

Mome: HC:
Data: Valor BVAS:

1. MANIFESTACOES GERAIS:
Menhuma

| Astenia
Mialgias

Artralgias/Artrite
Febre (< 38.5°C)
Febre (> 38.5°C)

| Emagrecimento (1-2 kg)
Emagrecimento (= 2 kg)
Maximo score

2. CUTANEAS:
Nenhuma
Infarto
Puarpura
QOutras (livedo, nodulos)
Ulceras
Gangrena

| Gangrena digital multipla
Maximo score

3. MUCOSAS/OCULAR:
Menhuma
Ulceras orais
Ulceras genitais
Conjuntivite
Episclerite
Uveite
Exsudato retiniano
Hemorragia retiniana
Maximo score
5. TORAX:
Nenhuma
Dispnéia
MNodulos
Derrame pleural/pleurisia
Infiltrado
Hemoptise/hemorragia

| Hemoptise intensa




6. CARDIOVASCULAR:
Nenhuma
Sopros
Perda de pulsos
Insuficiéncia adrtica
| Pericardite
| Infarto miocardico
Miocardiopatia
Maximo score

7. ABDOMIMNAL:
Nenhuma

Dor abdominal
Enterorragia

| Perfuragao da vesicula biliar
Infarto intestinal

Pancreatite aguda

Maximo score

oo epRPENnO

8. RENAL:
Nenhuma
| Hipertensao (diastolica > 90mmHg)
Proteindria (> 1+ ou > 0.2 g/24 h)
Hematuria (>1+ ou > 10 células/ml)
| Creatinina 125-249 umol/l
Creatinina 250-499 pmol/l
Creatinina > 500 umol/l
Aumento da creatinina > 10%
| Maximo score

9. SISTEMA NERVOSO:
Nenhuma
Confusdo/deméncia
Convulsdes (n&do hipertensivas)
Acidente vascular cerebral
Lesdo medular

Meuropatia periférica
Mononeurite multipla motora
Maximo score

' Méximo score total '

immmmmmwm -
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ANEXO 2 - FICHA PADRAO:

DADOS CLINICOS:

DATA:
NOME:

SEXO:

A. MANIFESTACOES GERAIS ( )
Febre ( )

Emagrecimento ( ) Kg meses

C. OSTEQARTICULAR ( )
Artralgia ( )

Artrite ( )

E. NEUROLOGICO ( )

SNC ()

AVC ( ) Convulsdes ( ) Outros ( )
Neuropatia periférica ( )
Mononeurite multipla ( )
Polineuropatia ( )

Qutros ( )

HG:

IDADE:

B.SISTEMA RETICULO-ENDOTELIAL ( )
Adenomegalia ( )
Hepatomegalia ( )

Esplenomegalia ( )

D. MUSCULAR ( )
Mialgia ( ) Dor em panturrilhas ( )

Fraqueza ( ) Tumefagdo ( )

F.PELE ( )
Raynaud ( )
MNédulos ( )
Parpura ( )
Ulceras ( )
Livedo reticular ( )

Qutros ( )
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G. PULMONAR ( )
Derrame pleural ( )
Infiltrado intersticial ( )
Infarto ( )
Atelectasia ( )

Qutros ( )

I. RENAL ( )
Hipertensdo arterial ( )
Proteinuria ( )
Hematdria ( )
Insuficiéncia renal ( )

Qutros ( )

K. TESTICULOS ( )

Dor ( )

Aumento de volume ( )

H. CARDIACO ( )
Arritmias ( )
Insuficiéncia cardiaca ( )
Miocardite ( )

Infarto miocardico ( )
Pericardite ( )

Outros ( )

J. GASTROINTESTINAL ( )
Dor abdominal ( )
Enterorragia ( )
Perfuragdo ( )

Outros ( )

L. OCULAR( )
Esclerite ( )
Vasculite retiniana ( )

Qutros ( )



EXAMES COMPLEMENTARES:
A. HEMOGRAMA ( ) Normal ( ) Anemia ( ) Leucocitose ( ) Plaquetose ( )
B. VHS { ) Normal { ) Aumentada ( )
C. URINA | { )Normal ( ) Hematuria { ) Proteinlria ( )
D. UREIA ( ) Normal ( ) Aumentada ( )
E. CREATININA { ) Normal { ) Aumentada ( )
F. FAN ( ) Negativo ( ) Positivo ( )
G. Fator reumatdide ( ) Negativo ( ) Positivo ( )
H. Crioglobulinas ( ) Ausentes ( ) Presentes ( )
I. ANCA ( ) Ausente ( ) Presente ( )
J. SOROLOGIA HEPATITE B ( ) Negativa ( ) Positiva ( )
K. SOROLOGIA HEPATITE C ( ) Negativa ( ) Positiva ( )
L. SOROLOGIA HIV ( ) Negativa ( ) Positiva ( )
M. TGO ( ) Normal ( ) Aumentada ( )
M. TGP ( ) Normal ( ) Aumentada ( )
0.CPK( ) Normal { ) Aumentada ( )
P.LDH { ) Normal ( ) Aumentada { )
Q. ELETRONEUROMIOGRAFIA ( ) Normal ( ) Miopatia { ) Neuropatia ( )
R. RX DE TORAX ( ) Normal { ) Cardiomegalia ( ) Infiltrado ( ) Derrame ( ) Outros ( )
S. ECG ( ) Normal ( ) Arritmias ( ) Infarto mocéardico ( ) Qutros ( )
T.ECOCARDIOGRAFIA ( ) Normal ( ) Pericardite ( ) Miiocardite ( ) Outros ( )
U. ECOGRAFIA ABDOME ( ) Normal ( ) Alterada ( )
V. ARTERIOGRAFIA ( ) Normal { ) Reduc&o do lume ( ) Microaneurismas ( )

W. HISTOPATOLOGICO ( ) Normal ( ) Vasculite { )
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EXAMES COMPLEMENTARES:
A. HEMOGRAMA ( ) Normal ( ) Anemia ( ) Leucocitose ( ) Plaquetose ( )
B. VHS ( ) Normal ( ) Aumentada ( )
C. URINA I ( )Normal ( ) Hematuria ( ) Proteindria ( )
D. UREIA ( ) Normal { ) Aumentada ( )
E. CREATININA ( ) Normal ( ) Aumentada ( )
F. FAN ( ) Negativo { ) Paositivo ( )
G. Fator reumatéide ( ) Negativo ( ) Positivo ( )
H. Crioglobulinas ( ) Ausentes ( ) Presentes { )
I. ANCA { ) Ausente ( ) Presente ( )
J. SOROLOGIA HEPATITE B () Negativa ( ) Positiva ( )
K. SOROLOGIA HEPATITE C ( ) Negativa ( ) Positiva ( )
L. SOROLOGIA HIV ( ) Negativa ( ) Positiva { )
M. TGO { ) Normal { ) Aumentada { )
N. TGP ( ) Normal ( ) Aumentada ( )
0. CPK ( )MNormal ( ) Aumentada ( )
P.LDH ( ) Normal ( ) Aumentada ( )

Q. ELETRONEUROMIOGRAFIA ( ) Normal ( ) Miopatia { ) Neuropatia ( )

R. RX DE TORAX ( ) Normal ( ) Cardiomegalia ( ) Infiltrado ( ) Derrame ( ) Outros ( )

S. ECG ( ) Normal ( ) Arritmias ( ) Infarto mocéardico ( ) Outros ( )

T.ECOCARDIOGRAFIA ( ) Normal { ) Pericardite { ) Miiocardite ( ) Outros { )

U. ECOGRAFIA ABDOME ( ) Normal ( ) Alterada ( )

V. ARTERIOGRAFIA ( ) Normal ( ) Redugao do lume ( ) Microaneurismas ( )

W. HISTOPATOLOGICO ( ) Normal ( ) Vasculite ( )
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ANEXO 3 - Termo de consentimento informado:

TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO
INTRODUGCAO

Vocé estd sendo convidado a participar voluntariamente de uma pesquisa clinica sobre poliarterite
nodosa (PAN) e poliangiite microscopica. Esta folha de informacdo tem por objetivo formecer-lhe maiores
detalhes sobre este estudo, de tal forma que vocé possa decidir se deseja ou ndo participar do mesmo. Este
estudo tem como objetivo estudar nas células dos pacientes e pessoas n&o porladoras dos distdrbios acima
citados, a presenga ou auséncia de um componente que podera estar ligado s doengas. E importante que
vocé compreenda que ndo ha riscos envalvendo este estudo, pois se trata apenas da coleta de amostras de
sangue e o Unico desconforto serd a picada da agulha para se coletar o sangue. O sigilo e a privacidade
quanto aos dados confidenciais e resultados oblidos na pesquisa s3o garantidos e as amostras de sangue
sergo utilizadas somente para o fim proposto que & a extragio do DNA para a identificacdo do companente.
O beneficio para os pacientes é a identificacdo de uma possivel predisposigSo genética para as doengas,
contribuindo assim com a realizagdo de estudos futuros que ajudardo no tratamento. Os resultados obtidos
ficargo & disposigio do paciente em seu prontudrio. Nao havera reembaolso para alimentagioftransporte, pois
a coleta de sangue dos pacientes sera realizada durante as consultas de rotina agendadas no ambulatario de
reumnatologia.
PROCEDIMENTO DO ESTUDO
Para participar do estudo, vocé deve esiar disposto a deixar realizar a coleta de sangue {duas amaostras, 5 mi
para cada amaostra) e concordar com a utilizagio das amosiras para a extraco do seu DMNA. Caso vocs
tenha dividas referentes a esta avaliagdo, poderd consultar os médicos responséveis pela pesquisa, Mesmo
apos o inicio do estudo, vocé poderd desistir dele em qualquer perioda,
TERMO DE PARTICIPACAD E ASSINATURAS
Pesquisa: Alelos HLA-DR em pacientes com PAN e poliangiite microscopica
Responsavels: Profa, Dra. Sandra Regina Muchinechi Fernandes

Dr. Alzirton de Lira Freire

Dados do paciente/controle

Mome HC
Data de nascimenta RG
Idade

Endereco

Telefone

Eu, abaixo assinade, aceito participar voluntariamente de uma pesquisa para estudar em minhas células a
presenga ou auséncia de um components que pode estar ligado as doengas em guestdo. Estou ciente de
que para participar desle estudo, autorizo a coleta de duas amostras de sangue, 5 ml para cada amostra. Sei
que posso sair do estudo a qualguer momento. Eu lifouvi o conteddo deste termo e recebi esclarecimentos
sobre minhas dividas, cralmente. Entendi o propdsito do estudo, e auséncia de riscos, bem como os
beneficios da minha aceltago em participar do mesmo. A minha assinatura, a seguir, indica que eu
concordel em participar voluntariamente do estuda.

! /
Data Assinatura

Eu, abaixo assinado, expliquei e disculi todos os detalhes relevantes deste estudo, usando uma linguagem
compreensivel e apropriada, & acredito que a explicaclo foi entendida.

Assinatura dos responsdvels e data.
Frofa. Dra. Sandra Regina Muchinechi Femandes
Dr. Alzirton de Lira Freire
Fone (18) 37887778 (ambulataric de reumatologia)
Comiss&o de Etica para reclamacoes: Fone (19) 37888936
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ANEXO 4 - Aprovagéo da pesquisa pelo Comité de Etica:

MIMISTERIO DA SalDE
Conpalhe Hpclgrgl de Baude
Comingls Haclone! de Edca em Pesguise - CONER

FPARECER N 1907:2002

Aegletrg CONEP: TO14 [Er o deve ser chado qan oonssponcincies ralerantss o st projeis |

Reglytro CEF: 12877002 Processg n® 25000. 1481487200217
Projetc de Pesquiss: “Disinbucho dos alalos HLA-DR com poilartnte nodoss -
Feasquisador Responsdvsl : Or * Sandra Aegine Muchingchi Fernandes
institulgde: Faculdede de Cincias Médicas [ UNICAMP

Arsa Temitica Especlal :Gendtica Humana

Com & determinacho da tpagem do HLA-DR. slravés de lécnicas de biclogia
malecular, désela-38 obsarvar @ sxisidncla de releclo entre alelos desss sislema e a
polarierie nodosa (PAN), vmg vz que hi relatos descrevendo a dimsnuicdo na
traqéncle do alelo DA em paclenies com PAN & oliros que sugerem uma comelagdo
do aleko DAS @ lormas mals sgressivas ds dosnga. Dessa forma, prelende-se avahar e
Gstribukcdo dos alglos HLA-DR am uma coorte de pacientes com PAN & invesiigar ume
possivel relaghio antre o8 antigence HLA DR o PAN.

Serfo estucados 20 paclenles gque %8 enquedram no gqusdro ds PAN.  segundo
citérios do Colgle Amercanc de Rsumalciogis, ecompenhados no ambuisiine de
Vascuftes do Hosphal des Clinices da Universidacs de Campinas. O grupo controle
sord composio de 30 individucs sauddvels sem histérg e'ou clinica de doenga auto-
rmune. Em oambos 04 claos, BS AMOSUESs sAnguineas serdo coltades apde
congentmenta  Ihte @ esclarecido Critdrios de nclusic 2 exclusin bam definidos.

Metodologia adequada

An e procsdesr A endllss o0 protocolo em questhc, cADEM A5 SEgUINIEs consderaches:

0 protocoiy ssth om consondncia com o previsio na Res. CHE 19688 CNS, poddm, o
BTG G conEsrEEMEnn mersce uma comecho em santenca entre A lmhas 3-5. E dito
ﬁmmmmnﬂmmmsm:daimmamm
portadoras oo dElibiy acima ciedo & presenca oU Busdncia g6 um componenis que
estd ligado 4 dosnpa”. Pareca que o objetivo do estudo em guesifo & justamente inferr
sobre a relachn enire slelos do sistema HLA-DR e 8 dosnga Fofanio. na se deve
dizer qua so desea estuddr um componenie gun "estd’, mas qus poderd extar ligada 4
paioghnese da doenca.

Dlants do exposria, 8 Comisslio Neclonal de Etlce em Pesquisa —~ CONEP, de
soordo com aa atribulgSes definidas ns Res. CHE 15558, manHesta - se pols
eprovagho do projeic de pesguise proposio. com & recomendagio de corregio
do lermo de consentimento, conforme o expliciledo no pardgrafe scimi, & ser

moompanhada paloc CEP.

Sltuagho : Projelo aprovado com recomendagho
Braailia, 12 de cezembro de 2002

o 38t s

WILLIAM SAAD HOSSNE
Coordensdor dg COMER/CHE/ME
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ANEXQO 5 - Qutros resultados:

Tabela Alelos HLA-DR e manifestagdes clinicas (ausente/presenta) nos casos (grupo total) (n=29)

HLA-DR Sinlomas gerais Arscular Muscular SNC SNP Pele Pulmonar | Carclovascular Ocular
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
B1*01 3o 13z 10032 1750 1831 14127 280 23133 25/20
B1*03 20021 3016 20021 2600 1525 1427 2410 2300 21120
B1*04 20021 20021 20121 22T 165/25 4313 2410 230 250
B1*07 10521 20016 10421 a/50 2312 23 16125 190 17120
B1*08 18 1HE 105 M7 BG 145 B am ]
B1*10 ws 1000 1000 4 B 140 40 410 410
B1*11 40126 02 40/26 26/50 3 24/32 28/50 27T 28/40
B1*12 ws s 05 4 LT o5 410 40 w20
B1*13 10/16 10/16 10/16 1740 236 288 12125 11433 170
B1*14 1016 2011 10M6 170 236 14114 12125 11133 12120
B1"15 20016 1021 1016 17T 2312 23 16/25 1533 12440
B1*16 205 1021 10011 130 /19 148 1210 110 1210
B3 BOES B0ED BO/ES BE/50 019 ET64 BOITS SRM0D S8/B0
B4*01 30037 40r32 0far 2867 LTk 43532 36/25 380 arizo
BS 3oz 20726 21 26/17 23125 14727 24/25 23733 2140
B1*11/B1*12 40032 30037 40/32 30050 T b 28538 32/50 AN 060
B1*13/81*14 2021 20021 2021 26/0 3806 2818 16/50 15067 21120
B1*15/81*16 30021 20126 30721 2617 23125 14727 24/25 23733 21/40
*P = 0,05
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Tabela PAN: Alelos HLA-DR e BVAS versus controles

BVAS =22 (n=09) BVAS <22 (n=10) Controles (n=59)

HLA-DR n (%) n (%) n (%)

B1°01 4 (44) 1(10) 12 (20)
B1*03 1(11) 3 (30) 11 (19)
B1*04 3 (33) 2 (20) 20 (34)
B1*07 3 (33) 2 (20) 10 (17)
B1°08 0 (00) 2 (20) 6 (10)
B1*10 0 (00) 1(10) 1(2)

B1*11 3(33) 2 (20) 16 (27)
B2 0 (00) 0 (00) 2(3)

B1*13 0 (00) 1 (10) 11 (19)
B1*14 0 (00) 2 (20) 9 (15)
B1*15 1(11) 1(10) 6 (10)
B1716 2 (22) 0 (00) 2 (3)

B3 4 (44) 6 (60) 43 (73)
B4701 6 (67) 3 (30) 28 (47)
B5 3 (33) 1(10) 8 (14)
B1*11/B1*12 3 (33) 2 (20) 18 (30)
B1*13/B1*14 0 (00) 2 (20) 19 (32)
B1*15/B1*16 3 (33) 1(10) 8 (14)
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Tabela PAN: Alelos HLA-DR e FFS versus controles

FFS =1 (n=9) FFS =0 (n=10) Controles (n=59)

HLA-DR n (%) n (%) n (%)

B1°01 4 (44) 1(10) 12 (20)
B1*03 0 (00) 4 (40) 11 (19)
B1*04 1(11) 4 (40) 20 (34)
B1*07 4 (44) 1(10) 10 (17)
B1*08 1(11) 1(10) 6 (10)
B1*10 0 (00) 1(10) 1(2)

B1*11 3 (33) 2 (20) 16 (27)
B1*12 0 (00) 0 (00) 2 (3)

B1*13 1(11) 0 (00) 11 (19)
B1*14 1(11) 1(10) 9 (15)
B1*15 1(11) 1(10) 6 (10)
B1*16 1(11) 1(10) 2 (3)

B3 4 (44) 6 (60) 43 (73)
B4*01 5 (55) 4 (40) 28 (47)
B5 2 (22) 2 (20) 8 (14)
B1*11/B1*12 3 (33) 2 (20) 18 (30)
B1*13/B1*14 1(11) 1(10) 19 (32)
B1*15/B1*16 2 (22) 2 (20) 8 (14)
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Tabela Alelos HLA-DR e manifestagdes clinicas (ausente/presente) nos pacientes com PAN (n=19)

HLA-DR Sintomas gerais Articular Muscular SNC SNP Pele Pulmonar TGl Cardiovascular Renal Ocular
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
B1*01 20/29 11/40 0/33 15/50 | 22/30 14/27 28/0 23/33 22/100 22/30 23/50
B1*03 20/21 22/20 25/20 31/0 11/30 14/27 22/0 23/17 22/0 22/20 23/0
B1*04 20/29 22/30 50/20 3117 | 11/30 43/14 28/0 3117 28/0 11/40 29/0
B1*07 20/29 22/30 25/27 15/50 | 11/30 0/23 22/100 | 31/17 28/0 33/20 23/50
B1*08 20/7 1110 25/27 8/17 11/10 14/5 11/0 15/0 11/0 22/0 12/0
B1*10 07 11/0 25/0 8/0 0/10 14/0 55/0 8/0 55/0 11/0 6/0
B1*11 40/21 22/30 0/33 15/50 | 33/20 29/32 28/0 15/50 22/100 22/30 23/50
B1*12 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/5 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0
B1*13 0/7 11/0 0/7 8/0 11/0 29/9 55/0 017 55/0 11/0 6/0
B1*14 20/7 22/0 013 15/0 22/0 14/14 11/0 8/17 11/0 22/0 12/0
B1*15 0/14 1110 25/7 8/17 11/10 0/23 11/0 8/17 11/0 11/10 6/50
B1*16 20/7 1110 0113 15/0 0/20 14/9 11/0 15/0 11/0 0/20 12/0
B3 60/50 56/50 25/60 54/50 | 56/50 57/64 55/0 39/83 50/100 56/50 53/50
B4*01 40/50 44/50 75/40 38/67 | 56/40 43/32 | 44/100 | 54/33 50/0 33/60 47/50
B5 20/21 22/20 25/20 23/17 | 11/30 14/27 22/0 23/17 22/0 11/30 18/50
B1*11/B1*12 40/21 22/30 0/33 15/50 | 33/20 29/36 28/0 15/50 22/100 22/30 23/50
B1*13/B1*14 20/7 22/0 013 15/0 22/0 29/18 11/0 8/17 11/0 22/0 12/0
B1*15/B1*16 20/21 22/20 25/20 23/17 | 11/30 14/27 22/0 23/17 22/0 11/30 18/50
*P < 0,05
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Tabela Alelos HLA-DR e manifestagdes clinicas (ausente/presente) nos pacientes com poliangiite (n=10)

HLA-DR Sintomas gerais Articular Muscular SNC SNP Pele Pulmonar TGl Cardiovascular Ocular
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
B1*01 40/0 0/22 17/25 0/0 0/33 0/25 28/0 2517 25/0 28/0
B1*03 20/20 100/11 17/25 0/0 25/17 0/25 28/0 2517 25/0 14/33
B1*04 20/0 0/11 0/25 0/0 0/17 0/12 14/0 25/0 12/0 14/0
B1*07 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0
B1*08 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0
B1*10 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0
B1*11 40/40 100/33 67/0 0/0 25/50 100/25 28/67 0/67 37/50 43/33
B1*12 0/20 0/11 0/25 0/0 25/0 0/12 14/0 25/0 12/0 0/33
B1*13 20/40 0/33 17/50 0/0 50/17 50/25 28/33 0/50 25/50 43/0
B1*14 0/40 0/22 17/25 0/0 25/17 0/25 14/33 2517 12/50 14/33
B1*15 40/20 0/33 33/25 0/0 50/17 0/37 28/33 50/17 25/50 28/33
B1*16 20/0 0/11 17/0 0/0 0/17 0/12 14/0 25/0 12/0 14/0
B3 60/100 100/78 83/75 0/0 100/67 | 100/75 71/100 50/100 75/100 71/100
B4*01 20/0 0/11 0/25 0/0 0/17 0/12 14/0 25/0 12/0 14/0
B5 40/20 0/33 33/25 0/0 50/17 0/37 28/33 50/17 25/50 28/33
B1*11/B1*12 40/60 100/44 67/25 0/0 50/50 100/37 43/67 25/67 50/50 43/67
B1*13/B1*14 20/60 0/44 33/50 0/0 75117 50/37 28/67 25/50 25/100 43/33
B1*15/B1*16 40/20 0/33 33/25 0/0 50/17 0/37 28/33 50/17 25/50 28/33
*P < 0,05
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Tabela Alelos HLA-DR nos pacientes e controles (p-value):

Total PAN Poliangiite Controles
HLA-DR (n=29) (n=19) (n=10) (n=59) P

n (%) n (%) n (%) n (%)
B1*01 7 (24) 5 (26) 2 (20) 12(20) | 0.920
B1*03 6 (21) 4 (21) 2 (20) 11(19) | 1.000
B1*04 6 (21) 5 (26) 1(10) 20 (34) | 0.291
B1%07 5(17) 5 (26) 0 (00) 10(17) | 0.229
B1*08 2(7) 2 (10) 0 (00) 6 (10) 0.733

B1*10 1(3) 1(5) 0 (00) 1(2)
B1*11 9 (31) 5 (26) 4 (40) 16 (27) | 0.687
B1*12 1(3) 0 (00) 1(10) 2(3) 0.407
B1*13 4 (14) 1(5) 3 (30) 11(19) | 0.184
B1*14 4 (14) 2 (10) 2 (20) 9 (15) 0.809
B1*15 5(17) 2 (10) 3(30) 6 (10) 0.233
B1*16 3 (10) 2 (10) 1(10) 2(3) 0.235
B3 18 (62) 10 (53) 8 (80) 43(73) | 0.184
B4*01 10 (34) 9 (47) 1(10) 28(47) | 0.079
B5 7 (24) 4 (21) 3 (30) 8 (14) 0.316
B1*11/B1*12 | 10 (34) 5 (26) 5 (50) 18(30) | 0.399
B1*13/B1*14 6 (21) 2 (10) 4 (40) 19(32) | 0.131
B1*15/B1*16 7 (24) 4 (21) 3 (30) 8 (14) 0.316
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