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RESUMO

Tavares MS. Estudo caso-controle da regido HLA de pacientes com Granulomatose com

poliangeite [Tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2016.

Os alelos HLA-DPB1*04 e HLA-DRB1*15 estdo fortemente associados a
Granulomatose com poliangeite (GPA). Neste estudo, analisamos se os pacientes brasileiros
com diagnodstico de GPA apresentam uma base genética na regido HLA. Conduzimos um
estudo caso-controle, em que analisamos os alelos da regido HLA classe I e II em 55
pacientes com diagnostico de GPA, atendidos no ambulatdrio de Vasculites Pulmonares do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo, e
comparamos com os resultados de 110 controles saudaveis. Comparamos também quatro
diferentes apresentacdes clinicas da GPA e a positividade do anticorpo anticitoplasma de
neutrofilos (ANCA) com os alelos da regido HLA classe I e II. Foi também construida uma
arvore de decisoes, usando o algoritmo de CART, para a verificacdo da associagdo entre os
alelos HLA e GPA. Como resultados, observamos que a GPA esteve fortemente associada a
presenca dos alelos DPB1*04 e DRB1*15 (p = 0,007, odds ratio [OR]: 2,9, 95% intervalo de
confianga [IC]: 1,09-3,8; p = 0,006, OR: 2,87, 95% IC: 1,44-4,75, respectivamente) € ndo a
presenca do alelo DRB1*04. O alelo DRB1*13 esteve associado com protegdo contra GPA (p
= 0,042, OR: 0,42, 95% CI: 0,21-0,99). O alelo DPB1*04 esteve significativamente
associado a GPA e ANCA-C positivo (OR: 5,47) e a presenca de insuficiéncia renal aguda (p
= 0,01037). Concluimos que houve uma interdependéncia significativa entre os alelos
DPB1*0401, DPB1*0402, DRB1*13, C*2 e GPA. Na populacao estudada, quando o alelo
DPB1*04 esteve presente em homozigose, o risco de GPA foi de 81%. Quando o alelo
DPB1*0401 esteve ausente ou em heterozigose com o DPB1*0402, como o outro alelo, ou
DPB1*0402 esteve em homozigose, o risco da GPA foi de 52,9%. No caso de auséncia dos
alelos DPB1*0401, DPB1*0402 ¢ DRB1*13, a presenca do alelo C*2 aumentou o risco da
GPA para 62,5%. Finalmente, na auséncia do alelo DPB1*0401 ¢ DPB1*0402 e na presenca
do alelo DRB1*13, o risco de GPA diminuiu para 0%.



Descritores: 1. Granulomatose com poliangiite 2. Alelos 3. Reacdo em cadeia da
polimerase 4. Teste de histocompatibilidade 5. Genes Classe I do complexo de
histocompatibilidade (MHC) 6. Genes Classe II do Complexo de Histocompatibilidade
(MHC) 7. Predisposicao genética para doenca 8. Frequéncia do gene 9. Heranga multifatorial

10. Grupos étnicos 11. Brasil 12. Estudos de casos e controles.



ABSTRACT

Tavares MS. Case-control study of HLA region in Brazilian carriers of Granulomatosis with
Polyangiitis (Wegener’s) [Thesis]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao
Paulo; 2016.

The alleles HLA-DPB1*04 and HLA-DRB1*15 are strongly associated with
granulomatosis with polyangiitis (GPA). In this study, we examined whether Brazilian
patients with GPA had an HLA region genetic background. We conducted a case-control
study, in which we analysed alleles of HLA region class I and II from 55 patients with GPA
(at the Pulmonary Vasculitis Clinic of the University of Sdo Paulo) and compared the results
with those from 110 healthy controls. Comparisons were also performed for 4 different
clinical presentations of GPA and anti-neutrophil cytoplasmic antibody (ANCA) positivity
and the HLA class I and II region alleles. A tree model decision analysis was conducted using
CART algorithm. Our results showed that GPA was strongly associated with alleles DPB1*04
and DRB1*15 (p = 0.007, odds ratio [OR]: 2.9, 95% confidence interval [CI]: 1.09-3.8; p =
0.006, OR: 2.87, 95% CI: 1.44-4.75, respectively) and not with the allele DRB1*04.
DRBI1*13 allele was associated with protection against GPA (p = 0.042, OR: 0.42, 95% CI:
0.21-0.99). DPB1*04 was significantly associated with GPA plus positive C-ANCA (OR:
5.47) and acute renal failure (»p = 0.01037). We concluded that there was a significant
interdependence among alleles and GPA. In our population, when allele DPB1*04 was
presented in homozygous, the risk of GPA was 81%. When DPB1*0401 allele was absent or
heterozygous with DPB1*0402 as the other allele, or DPB1*0402 was homozygous, the risk
of disease was 52.9%. If DPB1*0401, DPB1*0402, and DRB1*13 were absent, the presence
of C*2 increased the risk of GPA to 62.5%. Finally, in the absence of DPB1*0401 and
DPB1*0402 and the presence of DRB1*13, the risk of GPA decreased to 0%.

Descriptors: granulomatosis with polyangiitis; alleles; polymerase chain reaction;
histocompatibility testing; genes, MHC class I; genes, MHC class II;genetic predisposition to
disease; gene frequency; multifactorial inheritance; ethnic groups; Brazil; case-control

studies.
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1. INTRODUCAO




1.1 Definicao

Granulomatose com poliangeite (GPA), anteriormente conhecida como Granulomatose
de Wegener, faz parte do grupo das vasculites anticitoplasma de neutréfilos (ANCA)
associadas (VAA), juntamente com a Granulomatose com poliangeite eosinofilica (GPAE,

previamente, Sindrome de Churg-Strauss) e a Poliarterite microscopica (PAM) (Figura 1).'

Figura 1 — Classificac¢do das vasculites

Vasculites de pequenos vasos com
complexo imune
Crioglobulinemia
Henoch-Schonlein

Vasculites de vasos Uriticaria hipocomplementémica
Vasculite Anti-Clq
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| )
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Vasculites de grande vasos  Ganulomatose com Poliangeite Eosinofilica
Poliangeite Microscépica

Arterite de Takayasu
Arterite de Células Gigantes

Fonte: Jennete; Artritis Rheum, 65 (1):1-11. 2013
(Permissdo dos autores: licenca 3839351492249).

A GPA ¢ uma vasculite sistémica que acomete principalmente vasos de pequeno e

,qe . . ~ ~ . 2,3
médio calibres, causando inflamacao com formag¢ao de granulomas e necrose (Figura 2).”



Figura 2 — Histologia. Infiltrado inflamatério na parede de um vaso de pequeno calibre (setas

azuis), granulomas com células gigantes (setas laranjas).

Fonte: Adkinson: Middleton’s Allergy: Principles and Practice, 7th ed.

1.2 Nova nomenclatura

A primeira descricdo de GPA na literatura médica ocorreu no final do século 19 com o
relato de trés casos clinicos pelo Dr. Friedrich Wegener™®. A partir dessa data, a doenca
recebeu o seu homodnimo, até que em 2011 o American College of Rheumatology (ACR), a
European League Against Rheumatism (EULAR) e a American Society of Nephrology (ASN)
recomendaram o uso de uma nomenclatura descritiva baseada na patogénese da doenca e nao
no nome de quem a descreveu, o que ocasionou a mudanga de Granulomatose de Wegener

para Granulomatose com poliangeite (GPA)."



1.3 Papel do anticorpo anticitoplasma de neutrofilos (ANCA) na Granulomatose com

poliangeite

A deteccao sérica do ANCA ¢ uma das marcas da GPA ¢ outras VAA. ANCA ¢é um
autoanticorpo dirigido especificamente contra os antigenos presentes nos granulos primarios
dos neutréfilos e mondcitos. Os dois principais antigenos sdo a proteinase 3 (PR3) e a
mieloperoxidase (MPO).’

A interacdo entre ANCA e os neutrofilos ¢ responsavel pelo inicio da cascata
inflamatéria, ocasionando dano tecidual, principalmente no endotélio vascular.’

Dois padroes diferentes de ANCA estdo associados a GPA e estes podem ser
diferenciados por meio do teste de imunofluorescéncia em ANCA-C (padrdo citoplasmatico)
e ANCA-P (padrio perinuclear)’ (Figura 6).

O padrao predominante na GPA ¢ o ANCA C (70-80%), e sua confirmagdo ¢ feita por
meio do teste imunoenzimatico (ELISA), que demonstra a presenca do antigeno proteinase 3
(PR3). O ANCA-P ¢ identificado em uma porcentagem muito menor de pacientes com GPA
(10%), e o antigeno reconhecido no teste de ELISA é a mieloperoxidase (MPO)°.

Dados mais recentes sugerem que um terceiro autoanticorpo dirigido contra a proteina 2
de membrana lisossomal (Anti-LAMP-2) seria um novo subtipo de ANCA e poderia estar
relacionado com a patogénese da GPA, através do mimetismo molecular (Figura 6).*°

Um quarto autoanticorpo ainda em estudo, anti-pentraxina-3 (PTX3), parece ser um
novo biomarcador promissor no diagndstico e na deteccao de atividade das VAA, incluindo

pacientes ANCA negativo (Figura 6).'°



Figura 3 — (A) Anticorpo anticitoplasma de neutréfilo padrao citoplasmatico (ANCA C),
(B) anticorpo anticitoplasma de neutréfilos perinuclear (ANCA P) visualizado através de

imunofluorescéncia, (C) Anticorpo anti-LAMP II e (D) Anticorpo anti-pentraxin-3

Fonte: J] Rheumatology. 2011, J Am Soc Nephrol. 2012, PLoS One. 2016.

1.4 Manifestacoes Clinicas da Granulomatose com poliangeite

Dentre as vasculites sistémicas, a GPA desperta um grande interesse entre os
pneumologistas, uma vez que as manifestacdes pulmonares ocorrem como apresentagao
inicial em 45% dos casos, € 85% dos pacientes terdo algum tipo de acometimento pulmonar
no decorrer de dois anos apos o inicio da doenga. Os sintomas respiratorios mais frequentes
vao desde tosse e dispneia até episddios graves de hemoptise, que podem evoluir para
hemorragia alveolar, insuficiéncia respiratoria e 6bito.’

Por tratar-se de uma vasculite sistémica, as manifestagdes da GPA nao estao restritas
aos pulmodes, afetando frequentemente vias aéreas superiores com quadros de sinusite e otite
cronicas, mastoidite e destruigio de septo nasal e demais estruturas dos seios da face’ (Figura

4).



Figura 4 - (A) nariz em sela (destrui¢ao de septo nasal pela GPA), (B) Tomografia
computadorizada de seios da face com sinusite maxilar bilateral e destrui¢do da parede dssea

de seio maxilar direito (seta).

-
it

Fonte: Imagens do ambulatorio de Vasculites Pulmonares HC/FMUSP/INCOR.

Os rins também sdo alvos frequentes na GPA, com acometimento de aproximadamente
77 a 85% dos pacientes. ' '* Os individuos que desenvolvem acometimento renal podem
apresentar um quadro de glomerulonefrite com evolugdo para insuficiéncia renal terminal nos
casos nao tratados a tempo.z’ 1314
Outros 6rgdos menos comumente acometidos sdo: pele, sistema osteoarticular, olhos,

. P . . - . . 14-1
sistema nervoso central e periférico, trato gastrointestinal, coragdo, tireoide e figado. ?

1.5 Manifestacoes radioldogicas da Granulomatose com poliangeite

Os exames radiologicos de torax também mostram alteragdes frequentes nestes
pacientes, com o surgimento de infiltrados pulmonares em vidro fosco (67%); ndédulos ou
massas bilaterais com ou sem cavitagdo (58%) (Figura 5).*°

Outras alteragdes radiograficas menos frequentes ou pouco caracteristicas sdo: estenose
subglética ou bronquica, derrame pleural, massas mediastinais e linfonodomegalias.”

A Tomografia computadorizada de térax com cortes de alta resolucdo, especialmente

com a reconstrucdo adicional das vias aéreas, e a tomografia por emissdo de positrons (PET-



CT) podem auxiliar no detalhamento do acometimento da doenga e mesmo para caracterizar

sua atividade inflamatoria precoce.”' (Figura 6).

Figura 5 — Radiografia de torax e tomografia computadorizada de térax. (A) Radiografia de
torax com massa escavada em lobo pulmonar superior esquerdo. (B) Tomografia
computadorizada de térax com multiplos nddulos e massas pulmonares escavadas. (C)
Tomografia computadorizada de térax com infiltrado pulmonar bilateral em vidro fosco

(hemorragia alveolar).

\
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Fonte: Imagens do ambulatoério de vasculites pulmonares HC/FMUSP/INCOR.



Figura 6 — Tomografia por emissao de pdsitrons (PET — CT) mostrando atividade da GPA
em varias localizagdes do organismo. (A) cavidade nasal; (B) parétida direita; (C) massa

mediastinal anterior; (D) multiplos nédulos pulmonares escavados; (E) inflamacao

res o221
prostatica

Fonte: Almuhaideb A, Br J Radiol. 2011.
1.6 Diagnostico da Granulomatose com poliangeite

O diagnostico da GPA ¢ feito apds verificagdo de quadro clinico, laboratorial e
radioldgico compativeis com a doenca. De acordo com o Colégio Americano de
Reumatologia (ACR), para o diagnostico da GPA o paciente deve apresentar pelo menos dois
dos seguintes critérios: inflamacao nasal ou oral; nddulos, infiltrados fixos; ou cavitacdes na
radiografia de térax; hematiria microscopica ou mais de cinco eritrocitos por campo de

grande aumento e bidpsia do local acometido pela doenga compativel com GPA.” Mais



recentemente, a descrigdo do ANCA, especialmente 0 ANCA C e sua associagdo com a GPA,
auxiliou na suspeita e confirmagio do diagndstico da doenga.’

A auséncia do ANCA, associado a um quadro clinico sugestivo, nao exclui o
diagnostico, devendo ser solicitada uma bidpsia de tecido pulmonar, gengiva, septo nasal,
pele e até renal, de acordo com a manifestacdo clinica da doenca. O exame
anatomopatologico deve mostrar a presenga de inflamagdo na parede do vaso com necrose
(vasculite necrosante) e a presenca de células gigantes em suas proximidades. Em nosso meio
¢ mandatoria a pesquisa de bacilos alcool-acido resistentes e fungos para a exclusdo de
doengas infecciosas granulomatosas. A analise detalhada do anatomopatoldgico deve ser
realizada para o diagnostico diferencial com outros processos granulomatosos. Nosso grupo
de estudo em vasculites da FMUSP demonstrou que o achado de destrui¢ao da lamina eléstica
das artérias de médio e pequeno calibre, presenca de apoptose no endotélio desses vasos e a

trombose intra-arterial sdo caracteristicas da GPA.2**

1.7 Terapéutica e progndstico da Granulomatose com poliangeite

A terapéutica da GPA consiste inicialmente na administracdo de drogas que irdo induzir
a remissdo da doenga (fase de indugdo) geralmente por um periodo de 3 a 6 meses. Depois de
atingida a remissdo (controle dos sintomas, melhora do quadro radioldgico e negativagdo do
ANCA), inicia-se a fase de manuten¢do da remissao, que devera perdurar por pelo menos um
ano e poderd ser feita com a mesma droga utilizada na indugdo ou por droga
imunossupressora com menos efeitos colaterais. Os medicamentos e o tempo de tratamento
podero variar de acordo com a gravidade e o grau de atividade da doenga™.

A inducdo devera ser feita com ciclofosfamida e/ou rituximab, nos pacientes com
creatinina acima de 1,7 mg/dl, associado a corticosteroides (prednisona 1 mg/kg/dia)*>. Nos
casos de hemorragia alveolar ou insuficiéncia renal rapidamente progressiva (creatinina > 5,7
mg/dl), devera ser administrado pulso de metilprednisolona (500-1000 mg por dia, durante 3 a
5 dias), associado a ciclofosfamida ou rituximab e plasmaférese.” 2
Nos pacientes com creatinina < 1,7 e quadro clinico estdvel, a indugdo podera ser realizada
com metotrexato (15-25 mg/semana) e prednisona (1 mg/kg/dia). Apods estabilizacdo da

doenga, inicia-se a fase de manuteng@o, na qual os corticoides deverdo ser progressivamente
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diminuidos até sua retirada total, em um prazo de aproximadamente 6 meses, observando-se o
quadro clinico, as manifestagdes radiologicas e a titulagdo do ANCA sérico. Ja os
imunossupressores deverdo ser mantidos por até um ano ap6s a remissdo, e suas doses,
ajustadas com o intuito de conseguir a auséncia de sinais da doenga, a retirada dos corticoides
e a negativagdo do ANCA sérico. Nos casos que apresentarem remissao completa, a troca por
azatioprina tem se mostrado eficaz, com menores efeitos colaterais. No entanto, nos casos
refratdrios, doses mais elevadas de ciclofosfamida e/ou troca por rituximab deve ser
realizada.”

Apos a descoberta das terapias imunossupressoras, a altissima letalidade da GPA sofreu
uma dréstica queda, resultando atualmente na sobrevida em cinco anos de 70 a 90%,
transformando uma doenga agudamente letal em uma doenga cronica recorrente.”® >’

O acompanhamento clinico, radiolégico e laboratorial frequente e judicioso do paciente
¢ fundamental para sua boa evolugao.

O diagnéstico das recidivas, efeitos colaterais das medicacdes e possiveis infecgdes
associadas a imunossupressao devem ser realizados e corrigidos rapidamente para diminui¢ao

da morbimortalidade destes pacientes potencialmente graves.”*°

1.8 Epidemiologia e expressao fenotipica da Granulomatose com poliangeite

- Epidemiologia: Os estudos epidemioldgicos sobre GPA apresentaram um enorme
avango nos ultimos 20 anos, principalmente apos a padronizacdo da defini¢do pela ACR e o
CHCC (Chapel Hill Consensus Conference) para as diferentes vasculites sistémicas
primarias, o que possibilitou uma melhor separagdo entre a GPA e demais VAA.**°

Atualmente, sabe-se que a patogénese da GPA ¢ multifatorial, resultante da uma
interagdo entre fatores genéticos e ambientais. Esta diversidade de fatores patogénicos ¢
responsavel pela heterogeneidade fenotipica e epidemioldgica entre diferentes etnias.”®
Estudos epidemiologicos realizados em paises europeus confirmaram essa heterogeneidade,
com a constatacdo de uma menor incidéncia e prevaléncia da GPA no sul da Europa, quando
comparada com a regido norte™".

A prevaléncia de GPA varia de 23 a 156 por milhdo, e as taxas de incidéncia, de 3 a 14

por milhdo/ano, nos diferentes paises europeus.”*>' (Figura 7).
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Figura 7 — Distribui¢do geografica da GPA: niimeros representam taxas anuais de prevaléncia

de incidéncia por milh3o.

*nationwide studies

Fonte: Mahr, A.D. Clin Exp Rheumatol, 2006.

Dados epidemiologicos também indicam uma menor incidéncia em individuos nao
caucasianos, e ndo ocorre predile¢io por sexo. ’
Embora possa acometer individuos de qualquer faixa etaria, os pacientes mais

. ~ . r . 11, 14,32
frequentemente acometidos estdo na quinta década de vida.” > ™

- Fenotipos da Granulomatose com poliangeite: As caracteristicas fenotipicas
descritas na literatura sobre pacientes com GPA sdo baseadas em populagdes do hemisfério
norte. Existe apenas um estudo pioneiro brasileiro demonstrando o perfil epidemiologico de
134 individuos portadores de GPA no hemisfério sul, o qual encontrou caracteristicas clinicas
e laboratoriais semelhantes as descritas em pacientes do hemisfério norte.”> Curiosamente,
essa semelhanga fenotipica ndo foi observada na populacdo japonesa, a qual demonstrou uma
menor incidéncia de manifestagdes neuroldgicas e renais, acompanhada pela menor
incidéncia de ANCA C (PR3) quando comparada com a populagio inglesa.’* >
Isso reflete as bases genéticas e ambientais diferentes entre essas duas populagdes,

. , . ’ P 34,35
gerando diferentes fendtipos de uma mesma sindrome clinica.™



12

1.9 Etiologia e fatores de risco da Granulomatose com poliangeite

Os eventos responsaveis pela patogénese da Granulomatose com poliangeite ndo sdo
totalmente conhecidos, porém acredita-se em uma etiologia complexa e multifatorial,
desencadeada pela associacdo de agentes infecciosos, fatores ambientais e medicamentosos
em um individuo geneticamente predisposto a desenvolver autoanticorpos especificos, neste

caso, 0 ANCA.%¢

- Fatores de risco infecciosos: Dados limitados demonstram que a coloniza¢do nasal
pelo Staphylococcus aureus em individuos com GPA ¢ fator de risco para a exacerbagdo da
doenga, porém nao hé relatos que esta mesma bactéria seja um fator causal de GPA. Demais
agentes infeciosos investigados incluem outros tipos de bactérias, virus, micobactérias e

6,37,38
fungos.

- Fatores de risco ambientais: Individuos com exposicdo ao pd de silica tém
demonstrado maior incidéncia de VAA, assim como a exposi¢do a determinados metais, tais

;. 39-41
como o mercurio € o chumbo.

- Fatores de risco medicamentosos: Os medicamentos que ja foram relacionados com
a positivacdo do ANCA e inicio dos sintomas de GPA sdo: rifampicina, alopurinol,

hidralazina, propiltiouracil, aminoguanidina.*

- Fatores de risco relacionados com a deficiéncia de alfa-1 antitripsina (AAT):
Acredita-se que os individuos com deficiéncia de alfa-1 antitripsina apresentam um maior
risco de desenvolver GPA, pois a alfa-1 antitripsina ¢ a principal inibidora da PR3 in vivo. A
falta da inibicdo da PR3 pela AAT gera um desequilibrio entre protease e antiprotease,

resultando em estimulo pré-inflamatdrio e possibilidade de desenvolvimento da GPA. ™

- Fatores genéticos relacionados a Granulomatose com poliangeite: Para melhorar a

compreensdo da doenca, o componente genético tem sido extensivamente estudado, apds
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evidéncias da existéncia de associagdo da GPA entre familiares e pela grande diferenca de
incidéncia da doenca, encontrada entre diferentes etnias.”® Nos estudos genéticos em GPA,

encontramos genes relacionados com a doenga, dentro e fora da regido HLA.***®

1.10 Terminologias genéticas

- Gene: Unidade fundamental da hereditariedade, ¢ definido como uma sequéncia
especifica de DNA, que apresenta a mesma fungdo molecular especifica.*’
- Locus: (do latim, "lugar"; no plural /oci) ¢ o local fixo em um cromossomo onde se
. I 50
encontra determinado gene ou marcador genético.
- Alelo: Uma das diferentes formas de um gene se apresentar em um [Ocus

cromossomico, cada individuo € portador de um par de alelos, um herdado da mae e outro do

. 51
pai.

- Polimorfismo: Existéncia de duas ou mais formas alternativas de um gene que

. A e . . ~ 51
estejam presentes em frequéncias estaveis numa populagao.

1.11 Genética na Granulomatose com poliangeite

A Granulomatose com poliangeite possui uma base genética complexa, por apresentar
alteragdes em multiplos genes simultaneamente.” **>> O completo entendimento da genética
na GPA ¢ dificultado por sua complexidade, somada a baixa incidéncia da doenga, raridade
entre familiares e sua diversidade fenotipica.*®

Atualmente, a melhor ferramenta utilizada para elucidar a base genética da GPA ¢ o
estudo de associacdo gendmica ampla (GWAS), o qual utiliza a técnica de microarranjo
(microarray), com capacidade de avaliar milhares de genes a0 mesmo tempo.

Com o uso dessa tecnologia, estudos recentes tém sido capazes de reunir um numero
significativo de pacientes em diversos centros mundiais, contribuindo enormemente para a
compreensao atual da genética da GPA em diferentes etnias.’’

Até o momento, a associagdo genética mais convincente na GPA ¢ representada pela
regido HLA, com destaque para o alelo DPB1*0401, encontrado nas diferentes populacdes

estudadas.*¢
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Fora da regido HLA, os genes SERPINA1 e PRTN3 também apresentaram associagao
com GPA. Outras associagdes genéticas como PTPN22, CTLA4, SEMAGA ainda requerem

~ . 52,56,58
melhor confirmagao.”” ™

1.12 Complexo principal de histocompatibilidade e nomenclatura

Os genes de histocompatibilidade sdo assim chamados porque, quando descobertos,
foram relacionados a rapida rejei¢do de tecidos transplantados entre camundongos de
experimentacdo, sendo em conjunto  denominados Complexo Principal de
Histocompatibilidade (MHC, do inglés Major Histocompatibility Complex).”!

Os genes do complexo MHC na espécie humana recebem a denominagdo de sistema
HLA (Human Leukocyte Antigen).

A regiado HLA contém mais de 250 genes e aproximadamente 40 deles estdo
relacionados ao reconhecimento de um enxerto como semelhante ou diferente do tecido do
hospedeiro (self ¢ ndo-self). >

A fungdo dos genes HLA ¢ codificar proteinas, que atuam no reconhecimento € na
apresentacdo de antigenos estranhos. Esses genes sdo agrupados em trés regides, classes I, Il e
III, de acordo com as suas localizagdes no brago curto do cromossomo 6. Essas trés regides

contém a maior taxa de polimorfismo do genoma humano.’' (Figuras 8 ¢ 9).
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Figura 8 — Estrutura génica do Complexo Principal de Histocompatibilidade (CPH), no braco
curto do cromossomo 6. Os genes de classe I (/loci HLA-A, B e C) estdo situados mais
telomericamente. Os genes classicos de histocompatibilidade de classe Il HLA-DR, DQ, DP
estdo situados mais centromericamente. Os genes de classe 111, embora situados dentro do

CPH, nao codificam moléculas de histocompatibilidade.

DM LMP TAP DQ DR
| R B N [ |

B1A1 A B 21 72 B1A1l B1B3B4/5 A C4C2HSPTNF B C A

LR i

Centromérico Telomérico
| | | I | |

Classe Il Classe lll Classe |

Fonte: Donadi E.A, Simpdsio associag¢ao do sistema HLA com doengas no Brasil. FMRP/USP.
jan. 2000.
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Figura 9 — Mapa do cromossomo 6 humano, incluindo genes HLA classes I e II.
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Fonte: Modificado de Kontakioti E et al. Human Immunol 2014.

A regido de classe I engloba os loci HLA-A, B, C, E, F, G, H, J, K e L. Porém, apenas

os genes HLA A, B e C sdo responsaveis por codificar as moléculas classicas de

histocompatibilidade.™
Na regido de classe II, os genes HLA-DR, DQ e DP sdo os responsaveis pela produgao

das moléculas classicas de histocompatibilidade e estdo envolvidas na rejeicdo contra

enxertos.49
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A nomenclatura dos /oci de classe Il consiste em trés letras: a primeira indica a classe
(D), a segunda a familia (P, Q ou R) e a terceira a cadeia (A ou B). HLA-DRB, por exemplo,
se refere a genes classe II da familia R codificando cadeias Beta.”® Os genes individuais sdo
diferenciados por algarismos arabicos, e suas numerosas variantes alélicas sdo representadas
por um numero precedido por um asterisco. Por exemplo, HLA-DRB1*04:01 se refere a
variante alélica 04:01 do gene 1, o qual codifica a cadeia B de uma molécula classe II
pertencente & familia R.*

A regido de classe III ndo estd relacionada com as moléculas classicas de
histocompatibilidade.™

Os genes HLA s3o codominantes; isso significa que hé expressdo tanto dos genes de

origem materna quanto patema.50

1.13 Expressao das moléculas MHC e apresentacio antigénica

Os genes de classe I sdo expressos pela maioria das células somaticas, embora a
expressdo varie de acordo com o tecido. Em contraste, os genes de classe II sdo expressos
apenas por um subgrupo de células do sistema imunologico, incluindo linfécitos B, linfocitos
T ativados, macréfagos, células dendriticas e células epiteliais do timo. A funcdo de ambas as
moléculas classes I e II ¢ a apresenta¢do de pequenos peptideos derivados de patogenos para
os linfocitos T, um processo que inicia a resposta imune adaptativa.”

Os linfocitos T reconhecem antigenos “estranhos” através de seu receptor de célula T
(TCR), na forma de pequenos peptideos processados e apresentados pelas células que
possuem antigenos (APCs), no contexto do MCH-I ou MHC-II. Os antigenos intracelulares
sdo apresentados as células T por células nucleadas juntamente com moléculas de MHC-I. Por
outro lado, os antigenos exogenos sdo capturados pelas APCs, que processam os antigenos e
os apresentam no contexto do MHC-II.%®!

Os peptideos associados ao MHC-I sdao produzidos pela degradacdo de proteinas
citosdlicas, que tipicamente geram peptideos de 4 a 20 aminodcidos. Estes peptideos
antigénicos sdo transportados para o reticulo endoplasmético, onde uma nova molécula de
MHC-I também estd sendo sintetizada. Um peptideo, entdo, se une a fenda da molécula do

MHC-I, e este complexo peptideo-MCH-I é recrutado para a superficie celular.®'
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Os antigenos exdgenos sdo gerados a partir da degradagdo das proteinas que sofrem
endocitose. Essas proteinas sdo clivadas por proteases no ambiente acido da vesicula
endocitica, e as moléculas de MHC-II se associam aos peptideos, formando um complexo

peptideo-MHC-II estavel e, entdo, sdo recrutados para a superficie celular.”!
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Figura 10 — Estrutura das moléculas de HLA classe I e classe II. B 2-microglobulina (f 2m) ¢
a cadeia leve da molécula de classe I. A cadeia da molécula de classe I tem dois dominios de
ligagdo a peptideos: 1a e 20, um dominio semelhante a imunoglobulina 3a, a regido
transmembrana (TM), e a cauda citoplasmatica. Cada uma das cadeias de classe II tem quatro
dominios: o sitio de ligagdo a peptideos (al ou f1), o dominio semelhante a imunoglobulina

(a2 ou B2), a regido transmembrana (TM) e a cauda citoplasmatica.
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Fonte: Klein e Sato, 2000.
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1.14 Associacoes entre HLA e GPA

Nos ultimos 50 anos, numerosas associagdes entre a regido HLA e varias doengas
autoimunes foram demonstradas. A associagdo entre HLA e VAA tem sido amplamente
investigada, para diferentes populagdes e com varios métodos. No entanto, o pequeno niimero
de pacientes com diagnostico de VAA ao redor do mundo tem limitado uma pesquisa mais
ampla e complexa sobre o assunto.’> ®

A GPA ¢ a VAA mais estudada, apresentando evidéncias do envolvimento de multiplos
genes situados na regido HLA.®> ® A primeira associagio significativa entre os alelos da
regido HLA e a GPA foi identificada no ano de 2004, em um estudo caso-controle com 150
alemaes portadores de GPA e ANCA C positivo. Esse estudo investigou uma relagdo entre a
doenga e os genes ligados a apoptose, descobrindo uma forte associagdo com o alelo
DPB1*0401¢ a GPA, OR 3,95%. Curiosamente, esse alelo havia sido previamente relacionado
a Beriliose, outra doenga granulomatosa.**

Passados quatro anos, esses resultados foram confirmados em outro estudo com 282
pacientes alemaes, revelando novamente uma importante associacdo de GPA com o alelo
DPB1*0401, porém, essa relagdo ocorreu predominantemente no subgrupo de pacientes com
GPA e ANCA C positivo (OR 3,38), enquanto que o subgrupo formado por individuos com
GPA e ANCA C negativo ndo demonstrou associagio com o alelo.”” Hoje, sabe-se que a
regido DPB1*0401 constitui a mais sé6lida associacdo genética com a GPA, em especial nos
pacientes com ANCA C positivo.>®

Posteriormente, um grande estudo norte americano reuniu 459 individuos com GPA
(americanos e canadenses) que confirmou e ampliou os resultados dos estudos prévios,
demonstrando uma associagdo de todo o locus DPB1*04, incluindo ndo s6 o alelo 0401, mas
também o 0402 (p=1,92 x 10°"). Esse estudo também demonstrou a associagio de ldcus
vizinho, 0 DPA1 (p=2,18 x 10°") com a GPA.?®® Ainda nesse estudo, a analise de subgrupos
das regides DPB1 e DPAI revelou que todas as associagdes foram restritas ao grupo ANCA C
positivo. Este achado corrobora com as evidéncias do estudo anterior, que demonstra uma

diferenca genética entre pacientes com GPA ANCA C positivos e negativos. ° ¢’
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Nesse mesmo contexto, um estudo com individuos chineses, demonstrou mais uma vez
a importancia do /ocus DPB1 nas VAA, por revelar que o alelo DPB1*0402 pode representar
um marcador independente de mortalidade nestes individuos.®®

Um recente estudo da regido HLA com 1.233 ingleses portadores de VAA ajudou a
elucidar se a Granulomatose com poliangeite e a Poliangeite Microscopica representam

69-72
2 Esse

doengas distintas ou se fazem parte de espectros diferentes de uma mesma doenga.
estudo encontrou diferencas significantes no HLA entre as duas doencas somente quando os
individuos com GPA apresentavam ANCA C positivo, e os com PAM apresentavam ANCA
P.”* O Iécus DP foi mais uma vez relacionado com individuos portadores de GPA ¢ ANCA C
positivo (p=6,2 x 10™), enquanto que os pacientes portadores de PAM e ANCA P positivo
demonstraram associa¢do com o ldcus DQ (p=2,1 x 10*).”* Os resultados sugerem que as
diferengas genéticas estdo mais relacionadas com a presenca ou auséncia dos autoanticorpos
(ANCA C ou P) do que com as sindromes clinicas per se.”

Outro estudo europeu com VAA, que analisou predominantemente pacientes holandeses
portadores de GPA, demonstrou uma associagdo de risco para VAA com o alelo DRB1*04 e
uma associagdo de protegdo contra VAA nos portadores do alelo DRB1%#13.*

Ha ainda um pequeno estudo com individuos afro-americanos portadores de GPA e
ANCA C positivo (PR3) que, curiosamente, demonstrou uma enorme associagdo com um
diferente gene da regido HLA classe II, o alelo DRB1*15 (OR 73).*

Em resumo, os estudos populacionais de pacientes com GPA demonstraram que
existem diferengas nos alelos mais prevalentes entre as varias populacdes e etnias. Essa
diferenca ganha maior impacto no subgrupo de pacientes portadores de ANCA C positivo. Os

principais alelos da regido HLA associados a GPA nas seis popula¢des estudadas até hoje

estdo sumarizados na Tabela 1.



Tabela 1 — Alelos HLA classe II associados & GPA nas diferentes populagdes do mundo.

Gene Populacdo Casos Controle OR Valor -p  ref.

DPB1%0401  Alemanha 150 GPA ANCA C+ 100 395 jsixi0  (46)

DPB1%0401  Alemanha 282 GPA 380 301 g3x10” (69

DPB1%0401  Alemanha 252 GPA ANCA C+ 380 338 1ox107 (69

DR4 Holanda 241 GPA 5872 1,7 10x10  (48)

DRB1*15 Afro- 16 ANCA PR3 106 73 23x100 (47

-americanos

HLA-DP Inglaterra 1683 GPA 6858 5,39 3,1X10'85 (72)

HLA-DQ Inglaterra 1683 GPA 6858 083  22x10°  (72)

HLA-DP Inglaterra 1521 GPA ANCA C+ 6858 703 eoax10"  (72)

DQ Inglaterra 1521 GPA ANCA C+ 6858 0,86 3,3x10-5 (72)

DPB1 EUAe 750 GPA 1820 024 1opx10”" (66)
Canada

DPA1 EUA e 750 GPA 1820 03 2.13x10°  (66)
Canada

DPB1 EUAe 578 GPA ANCA C+ 1820 0,16 47x10°  (66)
Canada

DPA1 EUA e 578 GPA ANCA C+ 1820 027  23x10  (66)
Canada

DRB1*13 Holanda 241 5872 0,3 1,0 x10%  (48)
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Existe um perfil da regido HLA especifico em pacientes com GPA na populagao
brasileira como existe nas populagdes da Europa, América do Norte ¢ Asia?

Existe interacdo entre os diversos alelos da regido HLA em pacientes com GPA,
comparados com individuos sadios?

Existe associagdo entre a regido HLA e a positividade do ANCA e as diversas
manifestagdes clinicas?

Existem outros alelos HLA associados a GPA na populacdo brasileira?



3. OBJETIVO
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3.1 Objetivo primario

O objetivo deste estudo foi tipificar os quatro alelos do sistema HLA classe II,
DPB1*04, DRB1*15 e DRB1*04 (os que sdo associados ao aumento de risco para GPA), e o
alelo DRB1*13 (associado a protecdo contra GPA nas outras etnias estudadas), em pacientes
com diagnostico de GPA atendidos no ambulatério de Vasculites Pulmonares do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (FMUSP) e compara-los

com controles doadores de 6rgdos solidos sem doenga prévia sabida.

3.2 Objetivo secundarios

1. Realizar uma ampla avaliagcdo de 113 outros alelos da regido HLA classe I e II nesses
mesmos pacientes.
2. Descrever os alelos associados a populagdo estudada e relaciona-los com:
a) Positividade do ANCA e ANCA C.
b) Quatro acometimentos sist€émicos mais frequentes da GPA.
3. Avaliar a influéncia da associagdo cumulativa entre os alelos estudados nos pacientes

com GPA, utilizando o modelo de arvore de decisdes.



4. METODOS
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4.1 Delineamento do estudo

Estudo caso-controle para comparagdo da frequéncia dos alelos da regido HLA classes |
e II em pacientes portadores de GPA com um grupo controle.

Foram estudados os pacientes com diagnostico de GPA acompanhados no ambulatério
de Vasculites Pulmonares A2MP 7800 da Disciplina de Pneumologia HC-FMUSP.

Como controles para cada paciente do grupo GPA, foram utilizadas duas amostras de
DNA de diferentes doadores de 6rgdo solido sem doenga prévia sabida, do mesmo sexo e
idade, armazenadas no banco de doadores de 6rgdos s6lidos do InCor/HC-FMUSP.

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica do Instituto do Coragdo (InCor/HC-
FMUSP) (CAPPesq 419585, registro on-line 9878). O termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE) foi explicado e aceito por todos os participantes do grupo estudado,
enquanto no grupo controle o TCLE nao foi exigido, ja que foram analisadas amostras de

DNA arquivadas no banco de doadores de 6rgaos s6lidos do InCor/HC-FMUSP.
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Figurall — Fluxograma do estudo.
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4.2 Grupo de pacientes com GPA

Os individuos elegiveis para o estudo foram provenientes do ambulatério de Vasculites
Pulmonares da Disciplina de Pneumologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da Universidade de Sao Paulo/Instituto do Cora¢ao (HC-FMUSP/InCor).

Todos os pacientes foram avaliados pelo autor desta tese quanto a manifestagdes
clinicas, exames laboratoriais, radioldgicos e anatomopatoldgicos relacionados a doenga.

Os pacientes que preencheram os critérios de inclusdo foram convidados a participar do
estudo e somente o fizeram apds o entendimento e a assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido. No caso de pacientes com idade inferior a 18 anos, a participacdo foi
condicionada a aprovacao dos pais ou responsaveis legais.

Apo6s TCLE, foram coletados 10 mL de amostra de sangue de cada paciente. Essas
amostras foram enviadas para armazenamento e posterior tipificacdo do HLA classes I e II no
Laboratério de Imunologia de Transplantes do Instituto do Coragdo (InCor) do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo.

Foram utilizados como critérios de inclusdo para que o paciente pudesse participar do
estudo:

1) Diagnéstico prévio de GPA de acordo com American College of Rheumatology
(ACR), que inclui o cumprimento de pelo menos dois dos seguintes critérios:

a) Inflamacao nasal ou oral;

b)  Nodulos, infiltrados fixos, ou cavitagdes na radiografia de torax;

c) Hematlria microscépica ou mais de cinco eritrocitos por campo de grande
aumento;

d) Inflamacdo granulomatosa com vasculite necrosante na bidpsia do local

acometido pela doenca.

Foram utilizados como critérios de exclusdo para a participagao no estudo:
a)  Pacientes portadores de outras vasculites (primdarias ou secundarias);

b)  Diagnostico de outras doencas autoimunes concomitantes;
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c) Presenca de outras doencas que pudessem interferir nos critérios diagndsticos ou

nos resultados do estudo.

Foram selecionadas para o estudo 65 pacientes que preencheram os critérios de
inclusdo, os quais compareceram no periodo de 2010 a 2015 com acompanhamento regular.
Destes 65 pacientes avaliados, dez foram excluidos. Trés pacientes foram excluidos por
duvida diagnostica final apds o seguimento a médio e longo prazo; um, por apresentar GPA
limitada; outros trés, por apresentarem outras VAA (2 PAM, 1 GPAE) durante o
acompanhamento; uma paciente, por apresentar diagnostico de Trombastenia de Glanzmann
concomitante; mais um paciente, por apresentar outra doenc¢a autoimune concomitante; € um
ultimo paciente que foi excluido por apresentar falha na tipificagdo de toda a regido HLA,
impossibilitando a andlise de toda sua amostra.

Em todos os individuos foram coletados dados referentes a cor da pele (ou etnia), de
acordo com os critérios do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), em que a
propria pessoa se classifica como uma das seguintes categorias: branca, preta, amarela
(oriental), parda (mulata, cabocla, mameluca ou mestica de preto com outra cor ou raca) e
indigena.”

Ao final, o teste de tipificacdo da regido HLA foi realizado em 55 pacientes com GPA
pelo método microarranjos, o qual avalia multiplos genes a0 mesmo tempo.

Devido a tipificagdo de grande nimero de alelos simultaneamente, algumas falhas em
alelos isolados ocorreram, porém nao foi necessario excluir nesse estudo pacientes com erros
de tipificacdo em alelos isolados. A falha de tipificagdo de um alelo isoladamente no grupo
GPA foi considerada apds o erro se repetir em uma reanalise da amostra.

Nos 55 pacientes com GPA, as amostras de sangue foram encaminhadas para analise de
presenga de ANCA C e P, pela técnica de imunofluorescéncia direta.

Os 55 pacientes foram avaliados quanto as quatro diferentes manifestacdes clinicas da
GPA: 1) Hemorragia alveolar; 2) presenga de massas/nédulos com ou sem escavacao; 3)
manifestagdo da GPA em seios da face (sinusite com ou sem destruicdo de seios da face) e 4)
insuficiéncia renal aguda (aumento de creatinina maior que 20% do valor da normalidade, no
intervalo de até duas semanas) para associagdo com os alelos com resultados significantes

para aumento de risco da GPA.
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4.3 Grupo controle

Os dados do grupo controle foram obtidos a partir de um banco de dados de doadores de
orgdos solidos. Esse banco contém informagdes sobre sexo e idade, referente a cada doador,
os quais tiveram suas amostras de DNA tipificadas e armazenadas no Laboratério de
Imunologia de Transplantes do Instituto do Coracdo (InCor) do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo.

O grupo foi composto por 110 amostras de DNA de doadores de o6rgdos sodlidos, as

quais foram pareadas para idade e sexo com o grupo GPA.

4.4 Metodologia laboratorial

- Extracdo de DNA: O DNA gendmico foi extraido a partir da amostra de sangue
coletada com EDTA. As extragdes foram realizadas pelo método que utiliza sais de Brometo
de Tetrametilamonio (Bignon; Vifia, 1995). O sangue foi inicialmente centrifugado por dez
minutos a 1.500 rpm. O buffy-coat ("papa de leucdcitos") foi recuperado e transferido para
dois tubos de 2 mL (aproximadamente 500 uL em cada tubo), ao qual foi adicionado igual
volume de tampao de lise, DTAB 12% (brometo de dodeciltrimetilamoénio). Os tubos foram
entdo homogeneizados e incubados em banho-maria a 68°C por 5 minutos, acrescentou-se 1
mL de cloroférmio e agitou-se os tubos vigorosamente. Apos centrifugagdo por 2 minutos a
10.000 rpm, a camada superior (aquosa), onde estava o DNA, foi recuperada e foi adicionado
1 mL de CTAB 0,5% (brometo de hexadeciltrimetilamdnio). Essa mistura foi homogeneizada
até a obten¢do do precipitado DNA/CTAB. Apds nova centrifugagdo por 2 minutos a 10.000
rpm, o pellet DNA/CTAB foi suspendido novamente em 300 uL e mais uma vez precipitado
em 750 uL de etanol absoluto. Centrifugou-se por mais 2 minutos a 13.000 rpm, e o pellet foi
novamente suspendido em etanol 70%, para retirar o excesso de sal. O sobrenadante foi,
entdo, desprezado, e o DNA obtido foi dissolvido em H,O.

A quantidade e a pureza do DNA gendmico foram determinadas por densidade Optica

em espectrofotdmetro (NanoDrop® ND-1000 UV-Vis) nos comprimentos de onda de 260 ¢
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280 nm. A razdo de A 260/280 nm variou de 1,7 a 1,9, indicando boa qualidade do DNA.

Todas as amostras ficaram estocadas em congelador a - 80°C até o inicio das tipifica¢des.

- Tipificagdo HLA: A tipificagdo HLA dos individuos portadores de GPA, assim como
a tipificacdo do HLA C, DQ, DP dos doadores, foram realizadas por PCR-SSO, reagdo de
polimerizacdo em cadeia utilizando oligonucleotideos de sequéncia especifica (do inglés,
Polymerase Chain Reaction-Sequence Specific Oligonucleotides), servindo-se da tecnologia
Luminex. Foram usados os kits LABTypes SSO (One Lambda, Califérnia, EUA), segundo
orientacdo do fabricante.

A tipificagao dos /oci HLA A, B e DR do grupo controle foi realizada pela metodologia
PCR-SSP, reacdo de polimerizacdo em cadeia utilizando a sequéncia especifica de primers
(do inglés, Polymerase Chain Reaction-sequence Specific Primers) e o kit LABType SSP
(One Lambda, Califérnia, EUA), seguindo as normas desse fabricante.

Inicialmente, foi realizada a amplificagdo génica recorrendo-se a primers biotinilados
especificos para a regido génica de interesse e a primers especificos para amplificacdo de
alelos. O produto de PCR amplificado foi entdo desnaturado e colocado frente a sondas
marcadas (hibridizagdo) conjugadas a microesferas (beads), codificadas por fluorescéncia,
que fazem parte do sistema multianalitico Luminex. Cada sonda bead foi marcada com uma
determinada fluorescéncia, que possui uma sonda de oligonucleotideo correspondente a um
alelo HLA ou a um grupo de alelos HLA. Apos a etapa de hibridiza¢do, as sondas que
hibridizaram com o DNA foram marcadas com uma solu¢do estreptavidina conjugada com
ficoeritrina (SAPE), sendo, entdo, realizada a leitura da reagdo. As reagdes foram lidas no
citometro de fluxo LABScan™ 200 (tecnologia Luminex), que é capaz de reconhecer a
fluorescéncia da bead e da SAPE ligada a sonda. Um laser para a cor vermelha (A633 nm)
reconhecia a cor da microesfera ¢ outro laser, a marcacdo com SAPE, verde (A532 nm),
determinando a positividade da reacdo. Os dados gerados pelo aparelho foram analisados no

software HLA Fusion v. 30 para a determinagdo da tipificagio HLA7®.
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4.5 Falhas de tipagem em alelos isolados

O teste de microarranjos para a tipificacdo da regido HLA avaliou multiplos genes ao
mesmo tempo, € o uso desse método pode gerar erro de tipificagdo em alelos isolados.
Entretanto, como os outros alelos estavam presentes, ndo foi necessario excluir o individuo do
estudo.

Para Alelo DPB1*04, obtivemos duas falhas, totalizando 53 individuos testados,
enquanto nos alelos DRB1*15 ¢ DRB1*04, houveram trés falhas, totalizando 52 individuos
analisados em cada alelo no grupo GPA.

O erro de tipificagdo em alelos isolados também ocorreu no grupo controle, porém a
reanalise do alelo DPB1*04 foi impossibilitada, pois o kit laboratorial da regido DP nao
estava disponivel no Brasil, limitando o nimero de testes. Para este alelo, o nimero de erros
foi de 22 amostras, enquanto para os alelos DRB1*15 e DRB1*04, que estavam disponiveis

no Brasil e puderam ser repetidos, ndo houve falhas, totalizando 110 amostras em cada alelo.

4.6 Analise estatistica

Os alelos DPB1*04, DRB1*15, DRB1*04 ¢ DRB1*13 dos pacientes com GPA foram
comparados ao grupo controle usando o teste Qui-quadrado ou teste exato de Fisher, e a razdo
de chances (OR) em favor da GPA foi calculada para cada alelo estudado.

Nas analises em que haviam trés grupos, as comparacdes foram realizadas duas a duas,
e essas foram corrigidas pelo método de Holm. Todas as anélises foram conduzidas no pacote
R 3.2.0, e o nivel de significancia foi fixado em 0,05 para os quatro alelos do objetivo
priméario. Para comparagdo dos outros 113 alelos restantes entre o grupo GPA e os controles,
foi utilizado também o teste de Qui-quadrado ou teste exato de Fisher. Nessa comparagdo, o
nivel de significdncia de p foi corrigido pelo método de Bonferroni para multiplas
comparagdes, fixando o novo nivel de significancia em 0,0004.

Os subgrupos dos pacientes com GPA ANCA positivo P ou C ou negativos foram
comparados com todos os alelos da regido HLA estudados com o teste exato de Fisher, e OR
foi calculado. As quatro mais frequentes manifestagdes clinicas estudadas foram comparadas

com os alelos do objetivo primario, que demonstraram significancia.
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Posteriormente, um modelo de arvore de decisdes usando algoritmo CART foi ajustado
para identificar quais alelos estavam associados a cada grupo. A arvore foi podada de modo a
minimizar o erro de validacdo cruzada de dez sub-amostras aleatdrias. A qualidade do ajuste
foi verificada por meio da matriz de confusdo. O equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) foi

verificado para cada locus.



S. RESULTADOS
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Os dados referentes a sexo e idade dos 55 pacientes com GPA e dos 110 controles

incluidos no estudo encontram-se detalhados na Tabela 2.

GPA (n=55) DP Controle(n=110) DP Valor p
Média Média
Idade 52,76 14,36 52,05 13,45 0,733
Sexo N % N % Valor p
Feminino 33 60 66 60 1
Masculino 22 40 44 40

Tabela 2 — Sexo e idade de pacientes e controles.

A porcentagem de individuos de acordo com a cor da pele no grupo GPA apresentou

caracteristicas semelhantes a populagdo brasileira moradora de Sdo Paulo e esta representada

na Tabela 3. Quanto a cor da pele dos individuos do grupo controle, ndo haviam dados

disponiveis por tratar-se de banco de dados de doadores de transplante.

Tabela 3 — Cor da pele dos individuos do grupo GPA de acordo com IBGE 2011.

Cor da pele (IBGE) N Porcentagem
Branco 28 51%
Negro 2 3,6%
Pardo 24 43%
Oriental 1 1,8%

Indio 0 0




38

A frequéncia da positividade dos autoanticorpos (ANCA, ANCA C e ANCA P) nos

pacientes do grupo GPA estdo listados na Tabela 4.

Tabela 4 — Frequéncia e porcentagem de ANCA, ANCA C e ANCA P nos pacientes do

grupo GPA.
Presenca de anticorpos N Porcentagem
ANCA 46 83,6%
ANCAC 41 74,5%
ANCA P 5 9,1%
ANCA negativo 9 16%

As manifestagdes relacionadas a GPA nos diversos o6rgdos acometidos e suas

respectivas prevaléncias nos individuos estudados estdo apresentadas detalhadamente no

Grafico 1.

A maioria dos individuos apresentava lesdes pulmonares, totalizando 45 pacientes

afetados (81%); as vias aéreas superiores estavam lesadas em 33 individuos (60%) e 17 (31%)

apresentaram disfuncao renal.



39

Grafico 1 — Manifestagdes clinicas em 55 pacientes com GPA.
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5.2 Analise do Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW)

A distribuicao dos gendtipos nos loci A, B, C, DRBI1, DQA, DQB, DPA1 e DPBI nao
apresentaram desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg para nenhum dos dois grupos. A
apresentacdo completa dos resultados dos testes de EHW encontra-se na Tabela 5 e maiores

informagdes, no anexo B.
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Tabela 5 — Equilibrio de Hardy-Weinberg

Valor-p
A 1,000
B 0,979
C 1,000
DRBI1 1,000
DQA 0,641
DQB 0,726
DPA1 0,454
DPB1 0,125

5.3 Resultados dos objetivos primarios

No locus DP, o alelo DPB1*04 estava presente em 42 dos 53 individuos do grupo GPA,
além de ter sido encontrado em 50 dos 88 controles, apresentando associacdo estatistica
significante com p=0,007 e OR-2,9 (IC95%: 1,09-3,8).

Para o locus DR, o alelo DRB1*15 foi encontrado em 21 dos 52 portadores de GPA e
no grupo controle a frequéncia desse alelo foi de 21 dos 110 controles, com um p=0,006 e
OR-2,87 (IC95%: 1,44-4,75). O alelo DRB1*04 nao apresentou associagdo estatisticamente
significante: a presenca do alelo ocorreu em 25 dos 110 controles e 10 dos 52 do grupo GPA
p=0,76.

Quando analisamos o fator protetor do DRB1*13, sete de 52 pacientes do grupo GPA
(13,4%) apresentaram o alelo, enquanto no grupo controle, 30 de 100 amostras (27,73%)

também apresentaram este alelo p=0,042 ¢ OR-0,42 (I1C95% 0,21-0,99) (Tabela 6).
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Tabela 6 — Avaliacdo da frequéncia dos alelos: DPB1*04; DRB1*15; DRB1*04; DRB1*13.

GPA % Controle % OR p 1C95%

DPB1*04  42/53 79,2% 50/88 56,8% 2,9 0,007 1,09-3,8
DRB1*15  21/52 40,38%  21/110 19,09% 2,87 0,006 1,4-4,7
DRB1*04  10/52 19,23%  25/110 22,73% 0,81 0,76 0,4-1,8
DRB1*¥13  7/52 13,46%  30/110 2727% 0,41 0,042 0,21-0,99

5.4 Resultados dos objetivos secundarios

A corre¢do para multiplos testes de Bonferroni foi utilizada para a analise de todos os
outros 113 alelos estudados que ndo faziam parte do objetivo primério e estavam localizados
na regido HLA classe I e II, e o novo valor de p calculado foi 0,0004. Os alelos B*7, C*16,
DPA1*02 e DPB1*01 apresentaram p < 0,05, porém apos a corre¢cdo de Bonferroni para
multiplas comparagdes o valor de p=0,0004 nao foi atingido (anexo C).

As prevaléncias fenotipicas dos alelos HLA encontradas nos pacientes com GPA e no
grupo controle para os loci A, B, C, DR, DQ, DP estdo apresentadas respectivamente no

anexo C.

5.4.1 Relacao HLA e ANCA

As prevaléncias dos alelos DPB1*04 ¢ DRBI*15 em casos e controles foram
estratificadas de acordo com presenca de ANCA (C e P) e estdo representadas nas tabelas 7 e

8, respectivamente.

- Pacientes com GPA e ANCA positivo versus controle quanto a frequéncia dos
alelos: Na andlise dos 46 individuos com GPA e ANCA positivo, o alelo DPB1*04 estava
presente em 40 pacientes, enquanto no grupo controle o alelo foi detectado em 50 das 88

amostras (p=0,0000105 e OR 5,07).
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O alelo DRB1*15 foi encontrado em 18 dos 44 individuos do grupo GPA e ANCA e em
21 dos 110 controles (p=0,01 e OR 3,05) (Tabela 7).

Tabela 7 — ANCA positivo versus controle.

GPA % Controle % p OR

e ANCA (GPA e ANCA)
DPB1*04  40/46 87%  50/88 56,8%  0,0001 5,07
DRB1*15 18/44 41%  21/110 19,1% 0,013 3,05

- Pacientes com GPA e ANCA C positivo versus controle quanto a frequéncia dos
alelos: No subgrupo ANCA C positivo, o alelo DPB1*04 estava presente em 36 dos 41
pacientes e em 50 dos 88 controles (p=0,00059 e OR-5,47).

O alelo DRB1*15 foi encontrado em 15 dos 38 pacientes com GPA e ANCA C
positivo, enquanto no grupo controle esse alelo estava presente em 21 das 110 amostras

(p=0,015 e OR-2,7) (Tabela 8).

Tabela 8 — ANCA C positivo versus controle.

GPA e % Controle % p OR
ANCA C (GPA e ANCA O)

DPB1*04  36/41 87,8% 50/88 56,8%  0,0005 5,47
DRB1*15  15/38 39,5%  21/110 19,1% 0,015 2,76

- Pacientes com GPA e ANCA, ANCA C positivo versus pacientes com GPA ANCA
negativo e controles quanto a frequéncia dos alelos: Nao houve diferenca estatistica nos
subgrupos ANCA e ANCA C positivo quando comparados com individuos ANCA negativos
em relagdo ao alelo DRB1*15. Ja para o locus DPB1*04 houve diferencga significante entre os
grupos ANCA e ANCA C positivo em relagdo ao grupo ANCA negativo (p=0,002 e p=
0,001, respectivamente (tabelas 9 e 10).
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Tabela 9 — Analise de significancia entre ANCA positivo x controle, ANCA Negativo x
Controle e ANCA Negativo x ANCA Positivo.

Valor-p (posthoc)

ANCA positivo ANCA Negativo ANCA Negativo
X X X
Controle Controle ANCA Positivo
DPB1*04 0,00001 0,49 0,001
DRB1*15 0,011 1 1

Tabela 10 — Analise de significancia entre ANCA C positivo x controle, ANCA C Negativo x
Controle e ANCA C Negativo x ANCA C Positivo.

Valor-p (posthoc)

ANCA C Positivo ANCA C Negativo ANCA C Negativo

X X X
Controle Controle ANCA C Positivo

DPB1*04 0,001 1 0,001

DRB1*15 0,035 0,25 1

O OR para o alelo DPB1*04 foi maior no grupo GPA com ANCA C, e o mesmo nao foi
observado para o alelo DRB1*15 (Tabela 11).
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Tabela 11 — Comparagdo de OR entre os 3 grupos.

OR (versus controle)

GPA GPA e GPA e
total ANCA ANCAC

DPB1*04 2,9 5,07 5,47

DRB1*15 2,8 3,05 2,76

5.4.2 Relacao HLA e manifestacoes clinicas

Quando a populacdo estudada foi estratificada de acordo com as manifestacdes
sistémicas mais prevalentes, encontramos diferenca estatistica apenas entre o subgrupo GPA
com insuficiéncia renal aguda (IRA) versus grupo GPA sem IRA e somente para o alelo

DPB1*04 (p=0,01037) (Tabela 12).

Tabela 12 — Associacdo DPB1*04 ¢ DRB1*15 com IRA nos individuos com GPA.

IRA
Ausente Presente
N % N % Valor-p
DPB1*04 53 25/36 69,4% 17/17  100,0%  0,01037
DRB1*15 52 15/36 41,2% 6/16 37,5% 0,804

Dezessete individuos apresentavam IRA, e todos eram portadores do alelo DRB1*04
(100%), enquanto dos 36 que evoluiram sem IRA, 25 eram portadores deste mesmo alelo
(69,4%), com p=0,01037.

Um individuo com IRA apresentou falha de analise para o alelo DRB1*15, totalizando

dezesseis pacientes avaliados. Destes, seis eram portadores do alelo (37,5%), e quando
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avaliamos os 36 individuos que ndo apresentaram IRA, quinze eram portadores do alelo
(41,2%), p=0,804.
As demais manifestagdes clinicas avaliadas ndo apresentaram significancia estatistica

para os diferentes alelos avaliados. (Tabelas em anexo D)

5.4.3 Associac¢ao alélica

A analise cumulativa da associacdo dos alelos, utilizando a arvore de associagdo,
demonstrou que 81% dos individuos portadores da variante alélica DPB1*0401 em
homozigose apresentavam GPA. A auséncia do DPB1*0401 ou na sua heterozigose com
DPB1*0402 ou na apresentagdo homozigdtica do alelo DPB1*0402, o risco da GPA foi de
52,9%. Na auséncia do alelo DPB1*0401 e DPB1*0402 e na presenca do alelo DRB1*13,
nenhum individuo apresentou GPA.

Nos individuos que ndo apresentavam os alelos DPB1*0401, DPB1*0402 ¢ DRB1*13,
a regido decisiva para a frequéncia da doenca foi o alelo C*2, pois 62,5% dos individuos
portadores desse alelo apresentavam GPA, enquanto apenas 19,2% dos ndo portadores de C*2
apresentavam a doenga.

Assim, encontramos uma interdependéncia (ausé€ncia/presenga) entre os alelos
DPB1*0401, DPB1*0402, DRB1*13 e C*2 nos pacientes portadores de Granulomatose com
poliangeite (Grafico 2).
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Nossos achados mostram que a base genética da GPA na populacdo brasileira esta
fortemente associada aos alelos DPB1*04 ¢ DRB1*15. J4 o alelo DRB1*13 esteve associado
a protecdo contra GPA. O mecanismo pelo qual portadores do alelo DPB1*04 sdo mais
suscetiveis a GPA ainda ndo ¢ bem compreendido, porém sabe-se que esse /Ocus esta
localizado proximo aos genes responsaveis pela apoptose de neutrdfilos. Acredita-se também
que a regido DPBI esteja relacionada com a formagdo de granulomas, devido a alta
prevaléncia deste mesmo alelo em individuos portadores de outra doenga granulomatosa, a

- 46,64
Beriliose. ™

Estes achados forneceram informagdes importantes para o entendimento da
genética da GPA na populacdo brasileira, especialmente a analise da arvore de decisdes, que
mostrou uma nova interdependéncia entre os alelos DPB1*0401, DPB1*0402, DRB1*13 ¢
C*2.

Como ja demonstrado anteriormente, em outras populacdes (americana, canadense,
britanica e chinesa) a presenga do alelo DPB1*0401 em homozigose correspondeu a um
aumento de risco para a GPA, que foi de 81% em nossa populagdo. A heterozigose de DPBI
*0401 com DPB1*0402 ou a presenca da homozigose do alelo DPB1*0402 aumentou o risco
da doenga para 52,9%. Na auséncia dos alelos DPB1*0401 e 0402 e do alelo DPB1*13, a
presenca do alelo C*2 surgiu como um novo fator de risco de 62,5% para a GPA, ndo descrito
anteriormente nas outras populagdes avaliadas.

Além disso, observamos que na auséncia dos alelos DPB1*0401 ¢ DPB1*0402, a
presenca do alelo DRB1*13 diminuiu o risco da GPA para 0%. Assim, o conhecimento dessa
interdependéncia entre os alelos e o risco de GPA podera trazer novas pesquisas para um
diagnostico mais preciso, além de novos medicamentos para a doenca, especialmente nas suas
formas atipicas ou refratarias aos tratamentos habituais disponiveis. Assim, em um paciente
com manifestacdes clinicas de GPA e ANCA positivo que durante o curso da doenga ndo
apresente evolucdo clinica esperada ou apresente refratariedade ao tratamento administrado, o
estudo de seu HLA podera trazer informagdes para confirmar a GPA ou fornecer outro
diagnostico a ser investigado. A descoberta de mecanismos genéticos exclusivos da GPA
pode levar ao uso de agentes terapéuticos (farmacogenética) mais eficientes € com menores
riscos de efeitos adversos.

Outro achado interessante de nosso estudo foi a observacdo do aumento do risco de

GPA associado ao alelo DRB1*15, anteriormente sé descrito na populacdo americana,
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principalmente nos afro-americanos, indicando que esse alelo deve ser predominante na
populacdo das Américas (Norte e Sul), especialmente na populacdo de ascendéncia africana.
Sugere-se que a participacdo direta do alelo DRB1*15 na génese da GPA seja devido a
expressdo de suas moléculas na superficie de neutrofilos, que sdo capazes de se ligar ao
antigeno-PR3 ¢ seu peptideo PR3 complementar.*’ Ainda ndo possuimos estudos para avaliar
se essas ligagdes resultam em apresentacao e ativagdo das células T.

O alelo DRB1*13 que demonstrou associagcdo de prote¢do contra GPA, ainda apresenta
duvidas sobre o real mecanismo de prote¢do contra as VAA, porém acredita-se em uma
apresentacdo de fragmentos dos granulos azurdfilos, gerando uma modulagdo negativa dos
linfocitos T.**

A amostra de pacientes com GPA de nossa pesquisa demonstrou proporgdes raciais
semelhantes as encontradas na populagdo do estado de Sdo Paulo, sugerindo uma amostra
representativa de nossa populagdo, a qual apresenta um grau de miscigenagao com negros de

origem africana (Tabela 13).

Tabela 13 — Distribuicdo de raga/cor da pele no estado de Sdo Paulo em porcentagem.

Estado total Branca Morena Parda Negra Moreno Preta amarelo
clara

Sao 30616595 51,4% 17% 14,5% 89%  2,1% 1,3% 1,9%

Paulo

Fonte: Adaptado IBGE 2011

Ja 0 alelo DRB1*04 demonstrou associagdo com GPA na populagdo holandesa®™ e ndo
se reproduziu em outras etnias. Na populagdo brasileira ndo observamos associa¢do do alelo
DRB1*04 com GPA. Uma possivel explicacdo para tal fato ¢ a baixa imigragdo holandesa
para a regido sudeste do Brasil. Estudos com pacientes de GPA na regido nordeste do Pais,
onde houve miscigena¢do com a populagdo holandesa, no periodo de 1630 a 1654, durante a
invasdo dos estados do Rio Grande do Norte, Pernambuco e Paraiba, poderiam esclarecer se o

alelo DRB1*04 esta realmente associado a esta etnia somente.
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Liafirma que:

Quando varios alelos estdo associados a uma doenca, sdo necessarias
replicacdes de estudos em diferentes populagdes para identificar quais as variantes
que realmente conferem risco a doenga, possibilitando também a estimativa do risco
atribuivel na populagdo ou de fatores modificadores especificos de cada

populagio.”
6.1 Analise de outros possiveis alelos associados a GPA

O objetivo principal do estudo foi pesquisar a associagdo de alelos do sistema HLA ja
descrito em outras etnias na populagdo brasileira que tem a particularidade de ser bastante
miscigenada. Assim, pudemos confirmar que os alelos DPB1*04 e DRBI1*15 estdo
associados a maior risco de GPA e o alelo DRB1*13 estd associado a protecdo contra a
doenca também na populagdo brasileira, acrescentando evidéncias que ajudam a identificar
quais sao os alelos verdadeiramente associados a doenca.

Optamos também em avaliar, como objetivo secundario, uma ampla analise de 113
outros alelos da regido HLA, que ndo foram associados a GPA em outras populagdes, para
descoberta de possiveis novos alelos da regido HLA relacionadas a GPA na populagdo
brasileira. Nesta analise observamos 4 alelos que apresentaram p<0.05 quando comparados
pacientes com GPA e os controles saudaveis: alelo B*7, C*16, DPA1*02 e DPB1*01. O alelo
B*7 apresentou aumento de risco (OR de 2,59, p=0,022) e os demais apresentaram efeito de
protecdo contra a doenga (OR de 0,15, p=0,039; OR de 0,29, p=0,001 ¢ OR de 0,38,
p=0,029). No entanto, quando aplicamos a corre¢do de Bonferroni, para evitar achado de uma
associagdo ao acaso devido as multiplas comparagdes o valor de p ajustado para ser
significante foi para 0,0004 fazendo com que os achados anteriores perdessem a significancia
estatistica. A realizacdo de multiplas comparagdes entre as prevaléncias de alelos em casos e
controles aumenta a chance de que associagdes “falso-positivas” sejam encontradas
simplesmente pelo acaso (erro tipo I).7% Portanto, é consenso na literatura cientifica que para
minimizar o erro tipo I em estudos exploratdrios, os quais envolvem multiplas comparagdes
entre grupos, ¢ necessario o ajuste do valor do p para ser considerado estatisticamente

75,76

significante. No entanto, resta a divida se esses alelos realmente estdo associados ao risco

e ou protecdo da doenca pois os demais 109 alelos estudados mostraram valores de p maiores
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que 0,05 mostrando ser esta associacdo bem mais fracas do que para os 4 alelos apresentados.
Assim, outros estudos avaliando estes 4 alelos com maior nimero de pacientes serdo
necessarios para sabermos a real associagdo destes alelos com GPA.

Quanto a regido DPA1, estudos provenientes dos Estados Unidos e Canadd mostraram
também que esta regido esta associada a protegdo contra GPA®?. Em nosso estudo o alelo
DPA1*02 apresentou p=0,001, estudos direcionados para este alelo em outras etnias poderao
elucidar a estimativa do risco atribuivel na populacdo americana e a real associagdo com

GPA.

6.2 Associacio da positividade do ANCA e regiao HLA

Visto que a maioria dos genes da regido HLA esta relacionada com a autoimunidade, a
subdivisdo do grupo GPA em portadores ou nido dos autoanticorpos ANCA deve ser
considerada. Lyons e colaboradores demonstraram que as associagdes genéticas mais fortes
foram relacionadas a presen¢a do ANCA e ndo a apresentagdo clinica da GPA.”* No estudo de
Lyons, a presenca do ANCA C, mais frequente em GPA, foi associada a regido DP, e o
ANCA P, mais presente na PAM, foi associada ao /ocus DQ, demonstrando uma base
genética diferente entre as duas sindromes, que apresentam manifestagdes clinicas muitas
vezes sobrepostas.”?

No presente estudo, dividimos os individuos do grupo GPA em portadores de ANCA (C
+ P), ANCA C e ANCA negativo. Em relacio ao alelo DPB1*04, nossos resultados
apresentaram um desfecho semelhante ao encontrado em outras etnias, indicando uma
associacdo mais forte do alelo nos subgrupos ANCA e ANCA C, independente da
apresentacdo clinica. No subgrupo ANCA positivo e DPB1*04, encontramos uma razao de
chance (OR) de 5,07 para o diagnostico de GPA em relagdo ao grupo controle, e quando
consideramos o subgrupo de ANCA C, o OR foi de 5,47, ambos muito maiores que o OR do
grupo GPA independente do ANCA, que foi de 2,7 (Tabela 11).

Esse fato ndo se repetiu ao avaliarmos o alelo DRB1*15, no qual encontramos um OR
de 3,05 para o subgrupo ANCA e de 2,76 para o subgrupo ANCA C, enquanto para o grupo
GPA independente do ANCA, o OR foi de 2,8.
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Esses dados colaboram para considerarmos que a presenca do alelo DPB1*04 apresenta
uma relagdo fisiopatogénica com ANCA, enquanto a presenga do alelo DRB1*15 esta
associada a apresentacdo clinica da GPA, independente da presenga do ANCA.

Nao existem dados na literatura sobre esta ultima comparagdo, pois, no Unico estudo
que demonstrou a associacdo do alelo DRB1*15 com GPA, todos os individuos eram
portadores do ANCA C.

Essas hipoteses fortalecem-se quando comparamos os subgrupos ANCA e ANCA C
positivos com o subgrupo de individuos com ANCA negativo. Para o alelo DPB1*04, houve
diferenca estatistica entre os grupos ANCA e ANCA C positivos versus GPA ANCA negativo,
enquanto que para o DRB1*15 ndo houve, indicando que, em relagdo ao alelo DPB1*04, os
subgrupos ANCA e ANCA C sdo populagdes diferentes do grupo GPA ANCA negativo.

O mecanismo pelo qual o alelo DPB1*04 esta relacionado com ANCA C positivo ainda
ndo esta totalmente elucidado, porém Sibylle von Vietinghoff, em 2006, demonstrou que a
interagdo entre os alelos da regido HLA ¢ determinante para a porcentagem de antigenos PR3
presentes na superficie dos neutrofilos.”” Essa informagdo nos faz acreditar que o alelo
DPB1*04 seja responsavel pela apresentacdo de fragmentos do antigeno PR3 aos linfocitos
CD4+.

Estudos recentes descobriram dois novos autoanticorpos anticitoplasma de neutroéfilos,
anti-Lamp-2 e anti-pentraxin-3, provavelmente também associados a regido HLA, porém

ainda ndo existem estudos de associagdo genética com os dois novos anticorpos.

6.3 HLA e manifestacdes clinicas

Estratificamos todos os pacientes estudados de acordo com as manifestacdes sistémicas
mais prevalentes, que foram: nddulos e massas cavitadas ou ndo, hemorragia alveolar, lesao
em vias aéreas superiores e insuficiéncia renal aguda (IRA).

Os nossos resultados demonstraram significancia estatistica apenas nos individuos com
o alelo DPB1*04 no subgrupo GPA com IRA versus grupo GPA sem IRA (p=0,01037). Em
nosso estudo, 29% dos individuos apresentavam IRA e todos estes apresentavam o alelo

DPB1*04 (100%).
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Chang e colaboradores, também relacionaram a regido HLA-DP com insuficiéncia
renal, demonstrando que a presenga do alelo DRB1*04 e a variante alélica DPB1*0402 sao
responsaveis por um pior prognostico renal e baixa resposta aos medicamentos.®® As demais
manifestagdes clinicas avaliadas ndo apresentaram significancia estatistica em relacdo aos
alelos estudados.

No entanto, a diversidade de apresentacdes clinicas da GPA, que vai desde quadros
localizados em seios da face e vias aéreas até quadros de hemorragia alveolar maciga e
insuficiéncia renal rapidamente progressiva, com altas taxas de mortalidade, deve representar
manifestagdes fenotipicas de diferentes genotipos.

Assim, podemos concluir que a GPA e a presenca de autoanticorpos contra citoplasma
de neutrofilos (ANCA) e parede de lisossomo estdo associadas aos alelos da regido HLA
classe II, e na auséncia destes, os alelos da regido HLA classe 1. J4 suas manifestacdes
clinicas ndo parecem estar associadas as regides HLA, com exce¢do da insuficiéncia renal
aguda, que pode justificar os resultados positivos do uso da plasmaferese, a qual retira os
autoanticorpos da circula¢do nos casos com insuficiéncia renal aguda grave (Cr > 5,7).

Visto que a regido HLA sé apresentou relacdo com IRA, acreditamos que os diferentes
fendtipos da GPA possam estar relacionados com genes localizados fora da regido HLA. Na
literatura, varios genes fora da regido HLA demonstraram associacdo com GPA.

Dentro dos genes estudados fora da regido HLA os abaixo relacionados mostraram

associacao com a GPA:

- Gene SERPINAL1: O gene SERPINAI codifica a enzima al-antitripsina. A presenca
dos alelos Z e S no gene SERPINA 1 resulta em baixa atividade da enzima ol-antitripsina.

Estudos demonstraram que existe uma associagdo de ambos os alelos com GPA.**°" %7

- Gene PRTN3: O gene PRTN3 codifica a proteinase 3 (PR3), uma protease
intracelular de neutréfilos.*® Nos pacientes com GPA, o aumento do niimero de neutréfilos

PR3-positivos ocasiona uma alta taxa de reativagdo da GPA.%’
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- PTPN22: O gene PTPN22 codifica a tirosina fosfatase linfoide (Lyp), que pode
aumentar a atividade das células CD4 e neutréfilos.?" ® Estudos com o gene PTPN22

o 83
demonstraram associagdo com GPA.

- CTLA-4: Antigeno 4 associado ao linfécito T citotéxico (CTLA-4 ou CD 152) ¢ uma
molécula reguladora expressa em células T.** A GPA demonstrou associagdo com o alelo 86

do gene CTLA-4.%

- SEMAGA: Existe uma potencial associacdo de GPA com o gene SEMAGA, que
codifica a proteina semaforina 6A.°® A fungdo das proteinas pertencentes a essa familia é
incerta, embora seja proposto que as semaforinas possam estar envolvidas na regulacdo

: 59
mune.

Estudos necessitam ser feitos para relacionar estes e outros alelos a serem descritos com
as diferentes manifestagcdes clinicas da GPA. No entanto, faltam trabalhos relacionando as
diferentes manifestacdes clinicas com os genes.

Na pratica clinica, encontramos multiplas e diversas manifestagdes clinicas associadas
aos critérios de GPA.

No nosso ambulatorio de vasculites, observamos um espectro variado tanto nas
manifestagdes clinicas como na intensidade da doenga. Por exemplo, podemos observar desde
pequenos nodulos cavitados até grandes magas ou hemorragia alveolar fatal; o acometimento
ocular varia desde episclerite leve até destrui¢do de Orbita; na pele, observamos desde
petéquias até ulceras profundas e graves de dificil cicatriza¢do e nos rins, observamos desde
um acometimento leve com glomeruloesclerose segmentar e focal até insuficiéncia renal

aguda rapidamente progressiva, com necessidade de didlise. (Figura 12)
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Figura 12 — Manifestacdes clinicas com diferentes intensidades. A) Episclerite. B) Destrui¢ao

da base da 6rbita. C) Petéquias e trombose em membros inferiores. D) Ulcera profunda com necrose.

%

Fonte: Ambulatério de Vasculites pulmonares HC/FMUSP/INCOR.
6.4 Interdependéncia dos alelos da regiio HLA.

O estudo aprofundado da arvore de decisdes mostrou interdependéncia entre os alelos e
a porcentagem de pacientes com GPA. O alelo DPB1*04 em suas duas varidveis (01 e 02)
estd associado a GPA independente da presenca de outros alelos. Na auséncia deste alelo o
alelo DRB1*13 demonstrou ser um alelo de protecdo para GPA, assim como recentemente
este alelo também foi associado com protecdo na Poliangeite microscopica (outra vasculite
ANCA associada). *

A arvore de decisdes além de demonstrar que os alelos das regides HLA apresentam
interdependéncia entre si no ambito de risco e protecdo para GPA, apresentou um inédito
alelo C*2 relacionado ao risco de 62% de GPA, na auséncia dos alelos classicos DPB1*0401

e DPB1*0402 e DRB1*13.
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O alelo C*2 ao contrario dos outros alelos encontrados na GPA esta situado na regido
HLA classe I, presente em todas as células nucleadas do genoma humano. A presenga desta
regido em nossa populacdo adiciona uma nova evidéncia da participagao das infecgdes virais
ou bacterianas (intracelulares) na génese da GPA.®”

Outras doengas autoimunes como a esclerose multipla e a doenca de Graves também
apresentaram associagdo com a regidao HLA-Cw.®” Estes dados da literatura reforgam nossa
hipotese de que o alelo C*2 ¢ uma nova regido que deve ser explorada em estudos futuros.

Assim, nosso estudo mostrou ser a GPA uma doenga de genética complexa, com fatores
de risco em comum a varias etnias e outros especificos de determinadas populagdes. A andlise
da arvore de decisdes foi fundamental para mostrar a complexa interacdo alélica entre risco e
protecdo contra a GPA na nossa populagdo, além de mostrar o aparecimento do alelo C*2 da

regido HLA I como novo fator de risco para GPA na auséncia dos alelos classicos associados

a doenga.

6.5 Limitacoes do estudo

A principal limitacdo do estudo foi causada pela baixa prevaléncia e dificil diagndstico
da Granulomatose com poliangeite, que resultou em um ntimero reduzido de individuos na
amostra, principalmente nos subgrupos.

Outra limitacdo ocorreu porque usamos a técnica de microarranjos, a qual tipificou ao
mesmo tempo 121 alelos, acarretando na falha de andlise em alguns alelos isolados. A
reanalise foi usada apenas no grupo GPA devido a dificuldade da compra de kits nao
comercializados no Brasil.

Apesar destes cuidados técnicos, para alguns pacientes e controles nés nao pudemos
utilizar o resultado de todos os alelos por ndo apresentar a qualidade necesséaria para ser
incluida na andlise. Nos resultados do estudo, especificamos o nimero de individuos incluidos
na analise de cada alelo.

Por fim, temos que considerar que estudos caso-controle em genética demostram apenas

associacdo entre as variaveis e ndo sdo capazes de comprovar uma relagdo de causa e efeito.



7. CONCLUSAO
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A tipificacdo do HLA da amostra de portadores de Granulomatose com poliangeite e
controles provenientes da populacdo brasileira indicou que os alelos DPB1*04 ¢ DRB1*15
estdo associados ao aumento de risco da doenga, com odds ratio de 2,9 (1,09-3,8) ¢ 2,87 (1,4-
4,7) respectivamente. O alelo DRBI1*04 ndo apresentou associacdo estatisticamente
significante com a doenga em nossa amostra. O alelo DRB1*13 apresentou associagdo de

protecao contra GPA, OR 0,42 (1C95% 0,21-0,99).

Dentre os outros 113 alelos da regido HLA classe I e II, os alelos B*7, C*16, DPA1*02
e DPB1*01 apresentaram associagdo estatisticamente significante com GPA (p<0,05), porém
foram excluidos apos corre¢do para multiplos testes, que exigiu p<0,0004. Os demais alelos

estudados ndo demonstraram significancia estatistica em relacdo a GPA.

O alelo DPB1*04 apresenta maior associa¢do com a presenga do autoanticorpo ANCA
do que com a apresentacao clinica, enquanto 0 mesmo ndo acontece com o DRB1*15, o qual

aparenta uma associa¢do com a doenca independente da presenca do autoanticorpo ANCA.

Dentre as manifestagdes clinicas, a Unica associacdo significante encontrada foi a maior

prevaléncia de insuficiéncia renal aguda nos portadores do alelo DPB1*04.

A arvore de decisdes demonstrou uma associagdo de interdependéncia entre os alelos

DPB1*0401, 0402, DRB1*13, C*2 e a GPA.
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DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: ESTUDO CASO-CONTROLE DA REGIAO HLA DE
PACIENTES COM GRANULOMATOSE COM POLIANGEITE.

2. PESQUISADOR: MARCOS SOARES TAVARES
CARGO/FUNCAO: MEDICO COLABORADOR
INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° 121046
UNIDADE DO HCFMUSP: PNEUMOLOGIA HC/INCOR

3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:

RISCO MINIMO X RISCO MEDIO L]

RISCO BAIXO [] RISCO MAIOR  []

4. DURACAO DA PESQUISA: 36 meses

Justificativa e objetivos da Pesquisa:

Apos o estudo e melhor entendimento da genética dos pacientes com Granulomatose com
Poliangeite, possivelmente poderemos ter maior facilidade e rapidez no diagndstico dessa
doencga. Vocé esta sendo convidado a participar desta pesquisa, pois a Granulomatose com
Poliangeite € uma doenca rara e por isso existem poucos estudos ho mundo € nenhum no

Brasil sobre o papel da genética no desenvolvimento dessa doenga.

Procedimentos que serdao utilizados e propédsitos, incluindo a identificagdo dos

procedimentos que sao experimentais:

- Caso vocé aceite participar do estudo, seu sangue sera coletado.

- Coleta de sangue da veia do antebrago: para a realizacdo do exame que pesquisara a
carga genética. Em seguida, iremos comparar com amostras de outros pacientes portadores
da mesma doenga, com o intuito de encontrar genes em comum entre os participantes.
Esses genes em comum podem ser responsaveis pelo desenvolvimento da Granulomatose

com Poliangeite ou colaborarem para isso.
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Desconfortos e riscos esperados:

Nao é esperado que haja riscos durante a coleta de sangue.
Durante a coleta, podera ocorrer dor no local de entrada da agulha, semelhante as outras

vezes em que vocé ja colheu sangue.

Beneficios que poderao ser conseguidos:

Existe uma busca em entender melhor o papel da genética em doencas raras como a
Granulomatose com Poliangeite, e ndo ha nenhum estudo que analise a genética desses
pacientes na populacdo brasileira. Achados deste estudo podem colaborar para entender a

genética, facilitando e antecipando o diagnéstico da Granulomatose de Wegener no futuro.

Procedimentos alternativos que possam ser vantajosos para o individuo: Nenhum.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacgdes que li ou que foram
lidas para mim, descrevendo o estudo "ESTUDO CASO-CONTROLE DA REGIAO HLA DE
PACIENTES COM GRANULOMATOSE COM POLIANGEITE”.

Eu discuti com o Dr. Marcos Soares Tavares sobre a minha decisdo em participar nesse
estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propésitos do estudo, os procedimentos a
serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participagdo é isenta de
despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario.
Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o meu consentimento
a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de

qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servigo.

Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Assinatura da testemunha Data / /



71

Para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semianalfabetos ou portadores
de deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido

deste paciente ou representante legal para a participagcédo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /
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ANEXO B

O equilibrio de Hardy-Weinberg (também principio de Hardy-Weinberg ou lei de
Hardy-Weinberg) ¢ a base da genética de populagdes. Afirma que, em uma populagdo
mendeliana, dentro de determinadas condi¢cdes, as frequéncias alélicas permanecerdo
constantes no passar das geragdes. Independentemente de um gene ser raro ou frequente, sua
frequéncia permanecera a mesma com relagdo aos outros desde que essas condi¢des sejam
mantidas.

As condi¢des para o equilibrio Hardy-Weinberg sdo baseadas em uma populagdo
considerada ideal, ou seja:

- Infinita (no sentido de eliminar-se a deriva genética);

- Reproducao sexuada;

- Acasalamento aleatdrio (auséncia de selecdo sexual ou desvio de aleatoriedade por
dispersdo geografica);

- Organismos diploides;

- Numero igual de ambos os sexos;

- Todos os casais sdo férteis e com o mesmo numero de prole.

Em outras palavras, a populacdo precisa ser infinitamente grande, reproduzir-se
aleatoriamente e ndo estar sujeita a evolugao.

As causas de desvios do EHW na populagdo podem ser resultantes dos seguintes
fatores:

a) Consanguinidade: casamentos entre parentes proximos, pois o EHW depende de
intercruzamentos aleatorios;

b) Deriva Génica: processo no qual a populacdo ¢ isolada, com um nimero limitado de
possibilidades de intercruzamentos;

¢) Migragao;

d) Novas mutacdes: apenas mutagdes muito recentes podem quebrar o EHW, pois o
equilibrio ¢ geralmente alcancado dentro de uma geragdo em uma populagdo grande o
suficiente;

e) Sele¢do: uma desvantagem seletiva de um alelo em particular leva a morte fetal.
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Desvios do EHW também podem ser sinal de problemas metodologicos em estudos

genéticos (erros na genotipagem ou estratificagdo populacional).
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ANEXO C

Os alelos B*7 (P-0,02) apresentariam associacdo positiva com GPA, enquanto os alelos
C*16 (p-0,03), DPA1*2 (p-0,001) e DPB1*1 (p-0,02) demonstrariam uma relagdo negativa
com Granulomatose com poliangeite. Porém, ao realizarmos a correcao de Bonferroni, essas
associacdes perderam significincia estatistica, demonstrando que um nimero maior de
pacientes deverdo ser avaliados quanto a essas associagdes para sabermos o real significado

delas.



ANEXO D

Controle GPA

A*1 22 20,00 5 9,80 0,43 0,131 !

|

A*3 14 12,73 12 23,53 2,11 0,083

A*23 13 11,82 3 5,88 0,47 0,391 *

A*25 4 3,64 2 3,92 1,08 1,000 *

|

A*29 15 13,64 2 3,92 0,26 0,062

A*31 12 10,91 5 9,80 0,89 0,832 '

A*33 11 10,00 4 7,84 0,77 0,777 *

A*36 0 0,00 0 0,00 -

[S]

A*68 11 10,00 4 7,84 0,77 0,754

A*74 4 3,64 1 1,96 0,53 1,000 *
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Controle GPA

B*7 14 12,73 14 27,45 2,59 0,022 !

B*11 0 0,00 0 0,00 -

B*14 20 18.,8 5 9,80 0,49 0,251 !

B*18 8 7,27 6 11,76 1,70 0,351 *

B*35 22 20,00 14 27,45 1,51 0282 !

B*38 5 4,55 1 1,96 0,42 0,666 °

B*40 12 10,91 5 9,80 0,89 0,832 '

B*42 3 2,73 2 3,92 1,46 0,652 *

B*45 3 2,73 0 0,00 0,552 *

B*48 0 0,00 0 0,00 -

B*50 6 5,45 4 7,84 1,48 0,727 *

B*52 3 2,73 5 3,92 1,46 0,652 °

B*54 0 0,00 0 0,00 -

B*57 9 8,18 2 3,92 0.46 0,505 °

B*73 1 0,91 0 0,00 1,000 °

'Teste qui-quadrado; *Teste exato de Fisher
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Controle GPA

C*1 5 4,59 4 7,84 1,77 0,468 °*

C*3 22 20,18 9 17,65 0,85 0,603 '

C*5 12 11,01 2 3,92 0,33 0,227 *

C*7 39 35,78 26 50,98 1,87 0,117 '

C*12 16 14,68 5 9,80 0,63 0,468

C*15 10 9,17 6 11,76 1,32 0,767 *

C*17 4 3,67 2 3,92 1,07 1,000 °*

'Teste qui-quadrado; *Teste exato de Fisher
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Controle GPA

DRB1*1 19 17,27 11 21,15 1,28 0,399 !

DRB1*4 25 22,73 10 19,23 0,81 0,762 '

DRB1*8 8 7,27 9 17,31 2,67 0,240 *

DRB1%10 2 1,82 0 0,00 1,000 *

DRB1*%12 7 6,36 0 0,00 0,098 *

DRB1*14 12 10,91 5 9,62 0,87 0,925 !

DRB1*16 7 6,36 5 9,62 1,57 0,525 *
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Controle GPA

DQA*1 70 63,64 38 70,37 1,36 0,527 !

DQA*3 31 28,18 11 20,37 0,65 0,353 !

DQA*S 50 45,45 21 38,89 0,76 0,441 !

DQB*2 48 43,64 18 32,73 0,63 0,272 !

DQB*4 14 12,73 8 14,55 1,17 0910 '

DQB*6 45 40,91 25 45,45 1,20 0,879 !
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[ee]

Controle GPA

DPA1*1 79 88,76 49 92,45 1.55 0.498 °

DPA1*3 2 2,25 1 1,89 0.84 1.000 2

DPB1*1 19 17,27 4 7,27 0.38 0.029 !

DPB1*3 13 14,77 6 11,32 0.74 0.561 !

DPB1*4002 16 18,18 18 33.96 231 0,055

DPB1%5 4 4,55 1 1.89 0.40 0,297 *

DPB1%9 3 3,41 1 1.89 0.54 1,000 2

DPB1*11 2 2,27 1 1.89 0.83 1,000 2

DPB1*14 8 9,09 3 5.66 0.60 0,536 °

DPB1*17 7 7,95 2 3.77 0.45 0,710 *

DPB1*23 0 0,00 0 0.00 -2

DPB1*131 0 0,00 0 0.00 -2

DPB1*20 0 0,00 0 0.00 -2

DPB1%39 1 1,14 0 0.00 1,000 2

DPB1*85 0 0,00 0 0.00 -

'Teste qui-quadrado; *Teste exato de Fisher

1




ANEXO E
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Hemorragia alveolar

Ausente Presente
Total N % N % Valor-p
DPB1*04 42 33 786% 9 21,4%  0.667079 2
DRB1*15 21 19  904% 2 9,52% 0.285

ndédulos/massa

Ausente Presente
Total N % N % Valor-p
DPB1*04 42 16 38,1% 26 61,9% 1 2
DRB1*15 21 8 38,1% 13 61,9% 0,72

Manifestagdo em seios da face

Ausente Presente
Total N % N % Valor-p
DPB1*04 42 23 54,8% 19 452% 0,581995
DRB1*15 21 12 572% 9 42,8% 0,908
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ANEXO F

Arvores de decisdes sdo diagramas que permitem representar e avaliar problemas que
envolvem decisdes sequenciais, colocando em destaque os riscos e os resultados identificados

nos diversos cursos de agao.





