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RESUMO

FURQUIM MAD. Associacdo entre polimorfismos de nucleotideo tnico de OPG e RANKL e
rinossinusite destrutiva em pacientes com granulomatose com poliangiite [tese]. Sdo Paulo:

Faculdade de Medicina, Universidade de S3o Paulo; 2023.

Introducéo/objetivos. Rinossinusite cronica invasiva com dano 6sseo facial € uma
causa comum de comprometimento funcional e social em pacientes com
granulomatose com poliangiite (GPA). Até onde se sabe, ndo ha biomarcador clinico
ou laboratorial para prever o dano 6sseo, nem abordagem terapéutica especifica
direcionada a esse aspecto da doenca. Polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPSs)
em RANKL e OPG podem afetar suas proteinas codificadas, e varios destes SNPs ja
foram implicados na suscetibilidade genética a osteoporose, fraturas osteoporoticas
e erosdes Osseas periarticulares na artrite reumatoide. A hipotese deste estudo é
gue SNPs em RANKL e OPG podem estar envolvidos na patogénese das alteracoes
Osseas faciais na GPA, o que forneceria uma possivel explicagdo genética para a
predisposicdo de individuos selecionados a esse acometimento especifico da
doenca. Métodos. Este estudo de caso-controle incluiu 90 pacientes com GPA e
270 controles saudaveis (grupo controle - GC). Os pacientes foram divididos de
acordo com a presenca de lesdo Ossea facial vista em tomografia computadorizada
de face. A frequéncia dos SNPs de RANKL e OPG, analisados por reacao em cadeia
de polimerase em tempo real, foi comparada entre pacientes e GC e entre pacientes
com e sem dano 0Osseo facial. Dados clinicos, terapéuticos e laboratoriais foram
analisados. Resultados. Erosdo 0Ossea foi observada em 55,5% dos pacientes.
Nenhuma diferencga foi encontrada na frequéncia de SNPs entre pacientes com GPA
e GC. Comparando os pacientes com GPA de acordo com a presenga ou auséncia
de dano 6sseo facial, foi encontrada diferenca nas frequéncias de OPG G1181C
(rs2073618) e RANKL A290G (rs2277438). A analise multivariada demonstrou que o
gendtipo CC de OPG 1181 foi independentemente associado a erosdo Ossea
(OR=3,95, IC 95%~=1,2-13, P=0,02), assim como a presenc¢a do alelo G em RANKL



A290G (OR=6,13, IC 95%=1,95-19,26, P=0,002) e maior duracdo da doenca
(OR=1,08, IC 95%=1,01-1,15, P=0,04). Em uma subanalise incluindo apenas
pacientes com duracdo da doenca > 3 anos, esses dois SNPs permaneceram
independentemente associados a erosédo 6ssea facial. Conclusdo. SNPs em OPG
G1181C e RANKL A290G podem estar envolvidos no desenvolvimento de
rinossinusite destrutiva em pacientes com GPA. A avaliacdo genética pode ser uma
ferramenta til na identificacdo de individuos de alto risco para dano ésseo. Este
estudo observacional serve como base para o desenvolvimento de estudos maiores
visando melhor compreensao desta associacdo, e de ensaios clinicos utilizando-se

RANKL e OPG como alvos terapéuticos.

Descritores: 1. Granulomatose com poliangiite; 2. Rinossinusite destrutiva; 3.
Anticorpo anti-citoplasma de neutréfilos; 4. Erosdes Osseas faciais; 5.

Osteoprotegerina; 6. RANK-ligante; 7. Polimorfismos de nucleotideo unico.



ABSTRACT

FURQUIM MAD. Association between osteoprotegerin and RANKL single nucleotide
polymorphisms and destructive rhinosinusitis in patients with granulomatosis with

polyangiitis [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo”; 2023.

Background. Chronic invasive rhinosinusitis with bone damage is a common cause
of functional and social impairment in patients with granulomatosis with polyangiitis
(GPA). To the best of our knowledge, there is no clinical or laboratory biomarker to
predict bone damage, neither any specific therapeutic approach targeting this aspect
of the disease. Single nucleotide polymorphisms (SNPs) in RANKL and OPG can
affect their encoded proteins, and several SNPs have been implicated in genetic
susceptibility to osteoporosis, osteoporotic fractures and articular bone erosions in
rheumatoid arthritis. The hypothesis of this study is that RANKL and OPG SNPs may
have a role in the pathogenesis of facial bone changes in GPA, which provides a
possible genetic explanation for the predisposition of selected individuals to this
specific involvement of the disease. Methods. This case-control study included 90
patients with GPA and 270 health controls (HCs). Patients were divided according to
the presence of tomographic facial bone damage. The frequency of RANKL and OPG
SNPs, analyzed by real-time polymerase chain reaction, were compared between
patients and HCs and between patients with and without facial bone damage.
Clinical, therapeutic, and laboratory data were analyzed. Results. Bone erosion was
observed in 55.5% of patients. No difference was found in the frequency of SNPs
between patients with GPA and HCs. Comparing patients with GPA according to the
presence or absence of bone damage, a difference was found in the frequencies of
osteoprotegerin  G1181C (rs2073618) and RANKL A290G (rs2277438). A
multivariate analysis showed that the CC genotype of osteoprotegerin 1181 was
independently associated with bone erosion (OR=3.95, CI95%=1.20-13.00, P=0.02),
as were the presence of the G allele in RANKL A290G (OR=6.13, CI95%=1.95-



19.26, P=0.002) and longer disease duration (OR=1.08, CI95%=1.01-1.15, P=0.04).
In a sub-analysis including only patients with disease duration >3 years, these two
SNPs remained independently associated with bone erosion. Conclusion. SNPs in
osteoprotegerin G1181C and RANKL A290G may play a role in the development of
destructive rhinosinusitis in patients with GPA. Genetic assessment may be useful for
identifying high-risk individuals. This observational study can serve as a basis for
further research to better understand this association and clinical trials using

RANKL/osteoprotegerin as therapeutic targets.

Keywords: 1. Granulomatosis with polyangiitis; 2. Destructive rhinosinusitis; 3.
Antineutrophil cytoplasmic antibody; 4. Facial bone erosions; 5. Osteoprotegerin; 6.

RANK-ligand; 7. Single nucleotide polymorphism.



1. INTRODUCAO

A granulomatose com poliangiite (GPA) é uma doenca autoimune sistémica
caracterizada por vasculite necrotizante e inflamacdo granulomatosa em vasos de
pequeno e médio calibre!. Trata-se de condicdo mais frequente em individuos de
raca branca, com idade média de inicio de 45 anos, e com um discreto predominio
do sexo masculino®. A GPA esta associada a presenca de anticorpos anti-citoplasma
de neutrofilos (ANCA) em 80 a 90% dos casos, em sua maioria com especificidade
para proteinase-3%. O envolvimento do trato respiratério superior e inferior e a
glomerulonefrite necrosante pauci-imune s&o acometimentos caracteristicos da
GPA, vistos em 85% e 70% dos casos, respectivamente*>,

Rinossinusite invasiva cronica com dano 6sseo e cartilaginoso é comum na
GPA, geralmente com inicio no septo nasal, se espalhando para os seios paranasais
e a paredes orbitarias®’. Embora ndo aumente a mortalidade, esta caracteristica da
doenca acarreta prejuizo funcional e social significativos®. Apesar disso, o
conhecimento atual sobre as causas e mecanismos da destruicdo 0ssea na GPA é
limitado. Necrose fibrinoide de pequenos vasos, granulomas epiteliais e necrose
ossea avascular ja foram aventados como partes importantes do processo®. Em uma
grande coorte norueguesa de pacientes com GPA, doenca mucosa no inicial,
expressa pelo escore de Lund-McKay, foi o Unico dado associado a osteite apds 5

anos'®!l, Ndo ha evidéncia, até o momento, de forma de manifestacéo, achados



laboratoriais, positividade de ANCA ou abordagem terapéutica que possa predizer
ou prevenir o dano 0sseo.

AlteracBes O0sseas em locais de inflamagéo tem sido ponto de interesse em
outras doencas reumaticas, particularmente na artrite reumatoide (AR). A descoberta
do RANK e de seu ligante levou a melhor compreensdo do processo de
remodelamento 6sseo: 0 RANKL é secretado por osteoblastos e ostedcitos e se liga
ao RANK em osteoclastos, assim ativando-os para iniciar o processo de reabsorcéo
6ssea. Esta interacdo é inibida pela osteoprotegerina (OPG)!?13. Um papel
imunoldgico para a via RANK-RANKL também foi descrito na AR, no qual o RANKL
€ secretado por células T ativadas, estimulando osteoclastos no ambiente
inflamatério sinovial e levando as erosfGes marginais caracteristicas#'>. Em um
estudo com cultura de sinoviécitos reumatoides, Takayanagi et al. (2000)
demonstraram que o RNA mensageiro de RANKL estava altamente expressado em
todos os tecidos de pacientes com AR, mas ndo em pacientes com osteoartrite, uma
doenca menos inflamatéria e menos erosiva que a AR, Este trabalho também
demonstrou que fibroblastos sinoviais reumatoides induzem osteoclastogénese de
forma eficiente através da suprarregulacdo de RANKL e reducdo da expressao de
OPG, e que a osteoclastogénese ¢ inibida pela OPG de maneira dose-dependente.

Polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP, do inglés “single nucleotide
polymorphism”), a forma mais comum de variacdo genética em humanos, sao
alteracdes na sequéncia genética de um Unico nucleotideo!’. SNPs em genes de

RANK, RANKL e OPG podem afetar as proteinas codificadas por eles. Desde sua

descoberta nos ultimos 20 anos, varios SNPs tém sido implicados na



susceptibilidade genética a osteoporose e fraturas osteopordticas'®?l. Uma
metanalise envolvendo trés coortes francesas de pacientes com artrite reumatoide
identificou um SNP localizado no RANK, um hapl6tipo no RANKL associado a
presenca de anticorpos contra peptideos citrulinados, e um SNP localizado na OPG
associado com erosoes?®.

Neste contexto, surge a hipétese de um papel para SNPs de RANKL e/ou
OPG na patogénese de alteracdes Oésseas faciais em pacientes com GPA,
fornecendo uma possivel explicacdo genética para a susceptibilidade de uma

parcela dos individuos a este envolvimento caracteristico da doenca.



2. OBJETIVOS

2.1. Primério
Analisar a associacao de polimorfismos de OPG e RANKL com erosfes 6sseas

no trato respiratério superior de pacientes com GPA.

2.2. Secundario
Identificar caracteristicas clinicas, laboratoriais e terapéuticas que poderiam

estar relacionadas ao dano 6sseo.



3. PACIENTES E METODOS

3.1 Desenho do estudo e participantes

Foi realizado um estudo observacional retrospectivo de caso controle, no qual
se investigou a associacao entre um desfecho (erosbes Osseas faciais) e um
possivel fator de risco genético. Foram convidados a participar do estudo os
pacientes diagnosticados com GPA em acompanhamento regular no ambulatério de
Vasculites das disciplinas de Reumatologia e Pneumologia do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo entre julho de 2019 e julho
de 2022. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa local (CAAE
50007521.1.0000.0068) e todos os participantes leram e assinaram um termo de
consentimento informado.

GPA foi inicialmente definida de acordo com os critérios classificatorios do
Colégio Americano de Reumatologia?? ou os critérios do Consenso Classificatério de
Chapel Hill?®. Posteriormente, com a publicacéo dos novos critérios ACR/EULAR de
GPA?, estes foram aplicados de forma retrospectiva a todos os pacientes, e todos
eles mantiveram a classificacdo de GPA. Pacientes com GPA de inicio na infancia e
na idade adulta foram incluidos, sem limitagcdo quanto a idade de inicio da vasculite.

Pacientes cuja rinossinusite créonica ou o dano Osseo facial pudesse ser
atribuido a uma causa alternativa, como linfoma, cirurgia, abuso de cocaina ou

infeccao fungica, foram excluidos do estudo.



Um grupo controle pareado por sexo e etnia foi formado em uma proporgéo de
3 controles para cada paciente, composto por individuos sem qualquer doenca

autoimune que haviam participado em um estudo de coorte prévio do grupo?>-2’.

3.2 Coleta de dados e de amostra de sangue

A histéria médica pregressa do paciente, incluindo seus habitos, tempo desde
o diagnéstico, extensdo da doenca, positividade do Anticorpo Anti-citoplasma de
neutrofilos e abordagens terapéuticas, foi coletada durante uma de suas visitas
ambulatoriais regulares através de entrevista e revisédo de prontuario médico.

A etnia foi definida com base na etnia autorreferida dos ancestrais de
segunda geracdo, abordagem previamente utilizada para a populacéo brasileira®2°.

Foi considerada para a analise de abordagens terapéuticas prévias as doses
cumulativas de ciclofosfamida e rituximabe desde o diagnostico até a data da
tomografia analisada, enquanto a dose cumulativa de glicocorticoide foi avaliada no
periodo dos 12 meses antes da realizacdo da tomografia considerada para a
analise. A escolha deste periodo baseou-se no fato de que a dose cumulativa de
glicocorticoide utilizada por cada paciente desde o diagndstico € um dado pouco
confiavel para analise retrospectiva, com um grande percentual de informacfes
faltantes, uma vez que os pacientes sdo referenciados ao servico terciario ja em uso
de glicocorticoide por tempo variavel, e que muitos pacientes fizeram uso de forma
irregular sem supervisdo meédica antes de iniciar o seguimento.

Uma amostra de sangue periférico foi coletada de cada participante para

extracdo do DNA e genotipagem.



3.3 Avaliacédo do dano 6sseo

Os pacientes com GPA foram divididos em dois grupos de acordo com a
presenca de dano 0sseo localizado em septo nasal, seios paranasais, parede
orbitaria e 0ssos temporais, avaliados por tomografia computadorizada (TC) sem
contraste. As tomografias foram analisadas por dois radiologistas do servigo cegos
para o resultado da genotipagem. Pacientes com mais de uma TC tiveram a mais
recente considerada na analise. Para pacientes submetidos a cirurgia de face, o que
poderia ser um fator confundidor para a presenca de dano 0sseo relacionado a

vasculite, foi considerada a ultima TC realizada antes do procedimento.

3.4 Avaliacdo da densidade mineral 6ssea

Para avaliar uma possivel relacdo entre a presenca de erosdes 0sseas faciais
e densidade mineral 6ssea (DMO) sistémica, foram analisados dados de densidade
mineral 6ssea de coluna lombar e fémur de pacientes que ja haviam sido submetidos
a pelo menos uma densitometria 6ssea (DXA) durante o seguimento ambulatorial.
Para os pacientes com mais de uma DXA disponivel, foi considerada aquela mais

proxima da tomografia 6ssea analisada no estudo.

3.5 Genotipagem
O DNA genbdmico foi isolado de leucécitos do sangue periférico com um kit de
extracdo de DNA Qiagen (QlAamp DNA Blood Mini kit) e armazenado a -20°C antes

da andlise. Os SNPs analisados foram escolhidos com base em dados prévios de



literatura que sugeriram possiveis associa¢gdes com massa 0ssea, risco de fratura, e
erosdes 6sseas na AR3%-33, Os SNPs selecionados foram: 1181 G>C (rs2073618),
localizado no exon 1 de OPG; 245 T>G (rs3134069), 163 C>T (rs3102735) e 209
G>A (rs3134070), localizados na regido promotora de OPG (localizacdo
cromossomica 8g24); e RANKL 290 A>G rs2277438, localizado na regido néo
traduzida 5' de RANKL (13qg14).

A genotipagem foi feita utilizando-se ensaios de genotipagem de SNP
Tagman (Applied Biosystems, Foster City, CA) com discriminacao alélica, e reacdo
em cadeia de polimerase (PCR) em tempo real StepOne Plus (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA). Os produtos foram amplificados em uma reacédo 10-ul, e as
condicOes de ciclagem consistiram em um passo desnaturacéo inicial a 95°C por 10
minutos, 40 ciclos de desnaturacdo a 92°C por 15 segundos, e anelamento por 1

minuto a 60°C.

3.6 Analise estatistica

O teste de Shapiro-Wilk foi usado para verificar a normalidade da distribuicéo
dos dados. As variaveis foram expressas como media e desvio padrdo, mediana e
interquartis, e frequéncia (%). Os pacientes e controles foram comparados com 0s
testes t de Student, Mann-Whitney, qui-quadrado e teste exato de Fisher. Os
pacientes foram entdo divididos de acordo com a presenca ou auséncia de dano
0sseo tomografico e comparados com os testes t de Student, Mann-Whitney, qui-
guadrado e teste exato de Fisher. Modelos de regressdo logistica binaria foram

feitos para a andlise de fatores independentemente associados com erosdo éssea.



O equilibrio de Hardy-Weinberg foi avaliado em pacientes e controles comparando-
se a distribuicdo observada dos SNPs com a distribuicdo esperada, com um teste
exato do equilibrio de Hardy Weinberg descrito em Wigginton et al.®* e
implementado no pacote SNPassoc. do R%. Derivado de equacGes matematicas
para apoiar a teoria de heranca Mendeliana, o teste de Hardy-Weinberg prova que
em uma grande populacdo de individuos submetidos a reproducdo aleatoria, a
proporgdo de alelos e gendtipos em um locus se mantém a mesma, a menos que
influéncias modificadoras especificas sejam introduzidas. Este tem sido amplamente
recomendado como um passo crucial em estudos de associacdo genética.

Os programas utilizados para a analise estatistica foram: SPSS para
Windows, versdo 20.0 (SPSS, Chicago, IL, USA) para avaliacdo de normalidade,
célculos de estatistica geral ndo-genética e o R software®® para a andlise estatistica

dos SNPs. A significancia estatistica foi definida como P<0,05.
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4. RESULTADOS

O estudo incluiu 90 pacientes com GPA e 270 controles pareados por sexo e
etnia (Tabela 1). Os pacientes com GPA tinham uma idade média ao diagndstico de
43,5 anos, e um tempo médio de doenca de 7 anos no momento do estudo. O ANCA
era positivo em 86% dos pacientes. 27% tinham a forma localizada da doenca
conforme a classificacdo descrita por Hellmich et al., na qual ndo ha
envolvimento pela vasculite além do trato respiratorio superior e inferior, e 50%
tinham acometimento renal®’.

Erosado 6ssea facial foi observada em 50 dos 90 pacientes com GPA (55,5%),
localizada principalmente nos seios paranasais (n=35), septo nasal (n=34) e parede
orbitaria (n=9).

N&o foi evidenciada diferenca em relacdo ao sexo, a etnia, a idade de inicio
da GPA ou a historia de tabagismo entre pacientes com e sem erosfes 0sseas
(Tabela 2). Pacientes com dano 6sseo facial tinham maior tempo desde o inicio da
doenca do que aqueles sem danos ésseos (9 versus 3 anos, P=0,04). A taxa de
positividade do ANCA, a extensdo da doenca (localizada e sistémica, a taxa de
envolvimento renal e a abordagem terapéutica pregressa (uso e doses cumulativas

de ciclofosfamida e rituximabe) foram similares entre os grupos.
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TABELA 1. Dados clinicos e demogréaficos de pacientes com granulomatose com

poliangiite e individuos do grupo controle

GPA (n=90) Grupo controle (n=270)

Sexo feminino, n (%) 59 (65,5) 177 (65,5)

Raca branca, n (%) 70 (77,8) 210 (77,8)

Idade, anos 52 (43,7-62) 69 (68-70)

Idade ao diagndstico, anos 43,5 (36-53) -

Duracéo da doencga, anos 7 (1,7-13,2) -

ANCA (+), n (%) 78 (86,7) -

GPA localizada, n (%) 25 (27,7)

Eroséo Ossea facial, n (%) 50 (55,5)

Envolvimento renal, n (%) 45 (50)

Dados expressos em mediana (IQR) ou frequéncia (%).
ANCA: Anticorpo anticitoplasma de neutrofilos; GPA: granulomatose com poliangiite.
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TABELA 2. Analise comparativa de pacientes com GPA classificados de acordo com a
presenca ou a auséncia de erosdes Osseas faciais vistas em tomografia

computadorizada.

GPA com erosao GPA sem erosdo

(n=50) (n=40) P-valor
Sexo feminino, n (%) 31 (62) 28 (70) 0,43
Raca branca, n (%) 39 (78) 31 (77,5) 0,95
Tabagismo, n (%) 12 (0,24) 13 (0,32) 0,37
Idade ao diagnostico, anos 43 (37,5-52,0) 45,5 (36,0-58,5) 0,52
Duracgéo da doencga, anos 9 (3,7-15) 3 (1-11,7) 0,04
ANCA(+), n (%) 43 (86) 35 (87,5) 1,0
GPA localizada, n (%) 14 (28) 11 (27,5) 0,96
Envolvimento renal, n (%) 25 (50) 20 (50) 1,0
Dose cumulativa de GC, mg 1675 (0-5884) 1498 (0-4288) 0,81
Uso de CYC, n (%) 33 (66,6) 27 (67,5) 0,88
Dose cumulativa de CYC, g 6,67 (0-15,6) 7,5 (0-34,8) 0,48
Uso de RTX, n (%) 19 (38) 11 (27,5) 0,29
Dose cumulativa de RTX, g 0 (0-5,1) 0 (0-2) 0,18
Uso de SMZ-TMP, n (%) 27 (54) 9 (22,5) 0,003
Dados expressos em mediana (IQR).
ANCA: Anticorpo anti-citoplasma de neutrofilos; GC: glicocorticoide; CYC:

ciclofosfamida; GPA: granulomatose com poliangiite; RTX: rituximabe; SMZ-TMP:
sulfametoxazol-trimetoprima.

Nenhuma diferenga foi encontrada na frequéncia dos 5 SNPs analisados entre
0s 90 pacientes com GPA e os 270 individuos do grupo controle (Tabela 3). Os

pacientes com GPA néo se desviaram do equilibrio de Hardy-Weinberg em nenhum
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dos genes estudados. Os pacientes do grupo controle ndo atingiram o equilibrio de

Hardy-Weinberg para o gene rs3134070 de OPG.

TABELA 3. Andlise comparativa da frequéncia dos SNPs analisados em pacientes

com granulomatose com poliangiite e individuos do grupo controle

GPA Controle OR P-
(n=90) (n=270) CI95% valor
OPG 209 C>T
(rs3134070)
- CC, n (%) 81 (90) 228 (84,4) 1,0 0,40
- CT, n (%) 8(8,9) 37 (13,7) 0,61 (0,27-1,36)
-TT, n (%) 1(1,1) 5(1,9) 0,56 (0,06-4,89)
OPG 163 C>T
(rs3102735)
-TT, n (%) 67 (74,4) 191 (70,7) 1,0 0,77
- CT, n (%) 20 (22,2) 67 (24,8) 0,85 (0,48-1,51)
-CC, n (%) 3(3,3) 12 (4,4) 0,71 (0,20-2,60)
OPG 1181 G>C
(rs2073618)
- GG, n (%) 20 (22,2) 45 (16,7) 1,0 0,23
- CG, n (%) 43 (47,8) 119 (44,1) 1,42 (0,43-1,53)
- CC, n (%) 27 (30) 106 (39,3) 1,74 (0,29-1,13)
OPG 245 A>C
(rs3134069)
- AA, n (%) 81 (90) 228 (84,4) 1,0 0,40
- AC, n (%) 8(8,9) 38 (14,1) 0,59 (0,27-1,32)
-CC,n (%) 1(1,1) 4 (1,5) 0,70 (0,08-6,39)
RANKL 290 A>G
(rs2277438)
- AA n (%) 58 (64,4) 169 (62,6) 1,0 0,95
- AG, n (%) 27 (30,0) 85 (31,5) 0,93 (0,55-1,57)
- GG, n, (%) 5 (5,6) 16 (5,6) 0,91 (0,32-2,60)

Dados expressos em frequéncia (%).

SNP: Polimorfismo de nucleotideo Unico; GPA: Granulomatose com Poliangiite; OR:
Odds-ratio; OPG: osteoprotegerina; RANKL: Ligante ativador do receptor do ligante
do fator nuclear kappa-.
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Comparando-se pacientes com GPA divididos de acordo com a presenga ou
auséncia de dano 6sseo facial, uma diferenca foi encontrada na frequéncia de dois
SNPs: OPG 1181 G>C (rs2073618) e RANKL 290 A>G (rs2277438) (tabela 4). Para
0 gene OPG 1181, 40% dos pacientes com erosdes faciais tinham o genétipo CC,
visto em apenas 17,5% dos pacientes sem erosdes (OR 4,29, IC95% 1,24-14,83,
P=0,04). Em um modelo recessivo, que comparou o gendtipo CC com os genotipos
GG e CG agrupados, um aumento de 3,14 vezes no risco de erosdes foi observado
no grupo com o gendtipo CC (P=0,01). Em relacdo ao gene RANKL 290 A>G,
pacientes com erosdo tiveram maior frequéncia do alelo G do que aquiles sem
erosado (60% versus 17,5%, P=0,0005). A presenca deste alelo, seja em homozigose
(GG) ou em heterozigose (GA), se associou a um aumento de 4,71 vezes no risco
de erosfes 0Osseas faciais (IC95% 1,76-12,64, P=0,001). As frequéncias dos outros
trés SNPs testados (OPG 209 C>T, OPG 163 C>T, e OPG 245 A>C) foram similares

entre pacientes com e sem erosdes 0sseas faciais.
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TABELA 4. Andlise comparativa da frequéncia dos SNPs analisados em paciente

com granulomatose com poliangiite com e sem erosdes 0sseas faciais

Com Sem
SNP Eroséo eroséo OR (IC 95%) P-valor
(n=50) (n=40)
o OPG 209 C>T
5  Codominante
& -CC 43 (86,0) 38 (95) 1,0 0,36
& -CT 6 (12) 2 (5) 2,65 (0,50-13,93)
2 77 1(2) 0 (0)
Alelo C 92 78 0,19
Alelo T 8 2
o OPG 163 C>T
2  Codominante
S -TT 39 (78) 28 (70) 1,0 0,54
& -CT 9 (18) 11 (27,5) 0,59 (0,21-1,61)
2 .cc 2 (4) 1(2,5) 1,44 (0,12-16,62)
Alelo C 87 67 0,54
Alelo T 13 13
© OPG 1161 G>C
o Codominante
L -cc 8 (16) 12 (30) 1,0 0,04
& -CG 22 (44) 21 (52,5) 1,57 (0,54-4,61)
2 .GG 20 (40) 7 (17,5) 4,29 (1,24-14,83)
Alelo C 38 45 0,01
Alelo G 62 35
Dominante
-CcC 8 (16) 12 (30) 1,0
- CGIGG 42 (84) 28 (70) 2,25 (0,82-6,20) 0,11
Recessivo
- CCICG 30 (60) 33 (82,5) 1,00 0,02
-GG 20 (40) 7 (17,5) 3,14 (1,16-8,48)
o OPG 245 A>C
8  Codominante
&S -AA 43 (86) 38 (95) 1,0 0,36
» -AC 6 (12) 2 (5) 2,65 (0,50-13,93)
2 _.cc 1(2) 0
Alelo A 92 78 0,19
Alelo C 8 2
Dominante
- AA 43 (86) 38 (95) 1.00 0,14
- AC-CC 7 (14) 2 (5) 3.09 (0.61-15.8)
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RANKL 290 A>G

[o0]
Q@  Codominante
N -AA 25 (50) 33(82,5) 1,0 0,002
N -AG 20 (40) 7 (17,5) 3,77 (1,38-10,31)
2 -GG 5 (10) 0
Alelo A 70 73 0,0005
Alelo G 30 7
Dominante
- AA 25 (50) 33(82,5) 1,0 0,001
- AG-GG 25 (50) 7 (17,5) 4,71 (1,76-12,64)

Dados expressos em frequéncia (%).
SNP: Polimorfismo de nucleotideo Unico; OR: Odds-ratio; OPG: osteoprotegerina;
RANKL: Ligante ativador do receptor do ligante do fator nuclear kappa-f3.

A concomitancia dos dois SNPs associados a maior frequéncia de erosdes

Osseas faciais (CC em OPG 1191-rs2073618 e AG ou GG em RANKL 290-

rs2277438) foi observada em 11 pacientes com GPA, e todos eles tinham erosdes

O0sseas. Em contraste, 42 dos 90 pacientes com GPA néo tinham nenhum destes

dois polimorfismos, e a frequéncia de erosdes neste subgrupo foi de 38,1% (16 de

42) (Figura 1).

=i

0 SNP de risco

= Com erosao

£ Sem erosao

1 SNP de risco 2 SNPs de risco

FIGURA 1. Analise da frequéncia de erosbes 0Osseas faciais em pacientes com

nenhum, um ou dois dos SNPs associados as erosdes 0sseas (genotipo CC para o
SNP OPG 1161 e gendtipos AG ou GG para o SNP RANKL 290).
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Foram comparadas as caracteristicas clinicas e demogréaficas de pacientes
com GPA com o gendtipo CC de OPG 1181 (rs2073618) com 0s pacientes com 0s
genotipos GG e GC. Além da maior frequéncia de erosbes Osseas faciais no grupo
com o genotipo CC (74,1% versus 47,6%, P=0,02), uma proporcdo menor de
individuos de raca branca foi observada neste grupo (63% versus 84,1%, P=0,03)
(tabela 5). Foi feita a mesma analise para o gene RANKL 290 (rs2277438),
comparando individuos portadores do alelo G (gendtipos AG ou GG) com agueles
sem o alelo G (gendtipo AA). A Unica diferenca observada foi a maior frequéncia de

erosdes Osseas faciais no primeiro grupo (78,1% versus 43,1%, P=0,001) (tabela 6).

TABELA 5. Comparacdo de caracteristicas clinicas de pacientes com granulomatose
com poliangiite com o gendtipo CC do gene OPG 1181 (rs2073618) e pacientes com
0s genotipos GC e GG

CcC GG/GC P-valor
(n=27) (n=63)
Sexo feminino, n (%) 18 (66,7) 41 (65,1) 0,88
Raca branca, n (%) 17 (63) 53 (84,1) 0,03
Idade ao diagndstico, anos 46,6 (£ 14,7) 43,2 (£ 15,6) 0,34
Duracéo da doenca, anos 9 (2-15) 7 (1-13) 0,40
ANCA (+), n (%) 24 (88,9) 54 (85,7) 1,00
Erosdes dsseas faciais, n (%) 20 (74,1) 30 (47,6) 0,02
GPA localizada, n (%) 6 (22,2) 19 (30,2) 0,44
Envolvimento renal, n (%) 16 (59,6) 29 (46) 0,25

Dados expressos em média (+ desvio padrao), mediana (IQR) ou frequéncia (%).
ANCA: Anticorpo Anti-citoplasma de Neutrofilos.
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TABELA 6. Comparacao de caracteristicas clinicas de pacientes com granulomatose

com poliangiite com os gendtipos GG e GA do gene RANKL 245 (rs2277438) e

pacientes sem o alelo G (gendtipo AA)

GG/GA AA P

(n=32) (n=58) value
Sexo feminino, n (%) 23 (71,9) 36 (62,1) 0,88
Raca branca, n (%) 27 (84,4) 43 (74,1) 0,30
Idade ao diagnostico, anos 45,9+ 155 43,3+ 15,3 0,43
Duracéo da doenca, anos 8,3x7 8,2+7,6 0,92
ANCA (+), n (%) 27 (84,4) 51 (87,9) 0,75
Erosdes 6sseas faciais, n (%) 25 (78,1) 25 (43,1) 0,001
GPA localizada, n (%) 10 (31,2) 15 (25,6) 0,58
Envolvimento renal, n (%) 14 (43,7) 31 (53,4) 0,38

Dados expressos em média (+ desvio padrao), mediana (IQR) ou frequéncia (%).

ANCA: Anticorpo Anti-citoplasma de Neutrofilos.

Por fim, uma regressao logistica binaria foi realizada em um modelo que incluiu

o resultado do teste genético na analise univariada, ajustado para variaveis

consideradas clinicamente importantes para o desenvolvimento de erosdes 6sseas:

duracdo da GPA, dose cumulativa de ciclofosfamida e de rituximabe (Tabela 7).

Nesta analise, o genétipo CC do gene OPG 1181 foi independentemente associado

com erosdes Osseas faciais (OR 3,95, IC95% 1,2-13, P=0,02), bem como a

presenca do alelo G no gene RANKL 290 (OR 6,13, IC95% 1,95-19,26, P=0,002) e a

duracédo da doenca (OR 1,08, 1C95% 1,005-1,15, P =0,04).
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TABELA 7. Regressao logistica binaria de variaveis possivelmente associadas com

o desenvolvimento de erosdes 0sseas faciais em pacientes com GPA

Com erosdo Sem eroséo OR (IC 95%) P-
(n=50) (n=40) valor
Sexo feminino, n (%) 31 (62) 28 (70) 0,397 (0,14-1,16) 0,09
Duracéo da doencga, 9 (3,7-15) 3 (1-11,7) 1,08 (1.005-1,15) 0,04

anos

Dose cumulativade 6,67 (0-15,6)  7,5(0-34,8) 0,99 (0,98-1,0) 0,13
CYC, g

Dose cumulativa de 0 (0-5,1) 0 (0-2) 1,09 (0,94-1,26) 0,26
RTX, g

CC em OPG 1181 20 (40) 7 (17,5) 3,95 (1,2-13) 0,02
(rs2073618), n (%)

GA/GG em RANKL 30 (60) 7 (17,5) 6,13 (1,95-19,26) 0,002

290 (rs2277438), n(%)

Dados expressos em mediana (IQR) ou frequéncia (%). CYC: ciclofosfamida; RTX:

rituximabe.

Com o intuito de minimizar o viés causado pela duracdo da doenca, ja que um
individuo pode vir a desenvolver erosdes em qualquer momento no decorrer da
doenca e que pacientes sem erosao tinham menor tempo de duracdo da doenca em
relacdo aos pacientes com eroséo, foi realizada uma subanalise que incluiu apenas
0s pacientes com mais de 3 anos de doenca (n=46 pacientes). Nesta andlise, a
duracdo da doenca passou a ser similar entre os dois grupos [GPA com erosao: 9
(5-15) anos vs. GPA sem erosao: 12 (4-12) anos - P=0,13] e permaneceram

independentemente associados ao maior risco de erosdes 6sseas faciais apenas 0s
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dois polimorfismos citados (genétipo CC vs. genotipos CG e GG em OPG C1181C -
P=0,01; gendtipos AG e GG vs. gendtipo AA em RANKL A290G - P=0,04) (Tabela

8).

TABELA 8. Comparacdo de varidveis possivelmente associadas ao
desenvolvimento de erosGes Osseas faciais em pacientes com GPA em uma

subanalise incluindo apenas pacientes com tempo de doenca >3 anos

Com eroséo Sem eroséao P-valor
(n=27) (n=19)

Tempo de doenca (anos) 9 (5-15) 12 (4-12) 0,13
CC em OPG 1181 12 2 0,01
(rs2073618), n (%)

GA/GG em RANKL 290 12 3 0,04
(rs2277438), n(%)

Dose cumulativa de RTX, g 0 (0-6) 0 (0-4) 0,42
Dose cumulativade CYC, g 7 (0-21,7) 22,5 (0-54) 0,11

Dados expressos em mediana (IQR) ou frequéncia (%). CYC: ciclofosfamida; RTX:

rituximabe.

Com a intencdo de investigar uma possivel relacdo entre erosdes désseas
faciais e densidade mineral 6ssea sistémica, foi realizada a avaliagdo de pacientes
que j& haviam sido submetidos a um exame de densitometria 6ssea (DXA) em algum
momento do seguimento. 50 de 90 dos pacientes com GPA (55%) tinham DXA
disponiveis. Destes, 13 tinham densidade mineral éssea normal, 19 tinham
osteopenia e 18 tinham osteoporose. Nao foi encontrada diferenca entre as

densidades minerais 6sseas (em g/cm?) do colo do fémur, do fémur total e da coluna
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lombar entre pacientes com GPA com e sem erosdes 0sseas faciais [0,746 vs. 0,637
(p=0,17), 0,906 vs. 0,787 (p=0,5) e 0,855 vs. 0,819 (p=0,3), respectivamente].

As densidades minerais 6sseas de colo de fémur, fémur total e coluna lombar
também foram similares quando comparados pacientes com o genétipo CC do gene
OPG 1181, associado a maior frequéncia de erosGes 0sseas faciais, com pacientes
com os gendtipos GC e GG deste gene [colo de fémur: 0,797 vs. 0,686 g/cm?
(p=0,26); fémur total: 0,916 vs. 0,846 g/cm? (p=0,39); coluna: 0,858 vs. 0,838 g/cm?
(p=0,24)]. Da mesma forma, ndo houve diferenca de densidade mineral Gssea
destes sitios entre pacientes com os genétipos AG e GG do gene RANKL 290,
associado a maior frequéncia de erosfes 6sseas faciais, e pacientes com o genétipo
AA [colo de fémur: 0,742 vs. 0,688 g/cm? (p=0,97); fémur total: 0,908 vs. 0,852 g/cm?

(p=0,83); coluna: 0,843 vs. 0,844 g/cm? (p=1,0)].
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5. DISCUSSAO

Este estudo com 90 pacientes com GPA e 270 controles pareados por sexo e
etnia demonstrou uma associacdo entre dois polimorfismos de nucleotideo Unico
localizados nos genes de OPG e RANLK e dano 6sseo facial em pacientes com
GPA. Ressalta-se que nenhuma diferenca foi encontrada na frequéncia dos
polimorfismos estudados comparando pacientes com GPA sem erosfes 6sseas
faciais e controles sem GPA. Entre pacientes com GPA, maior tempo desde o
diagnostico (isto €, maior duracdo da doenca) também se associou a maior
frequéncia de erosdes, 0 que pode ser explicado pelo tempo necessario para o
desenvolvimento de erosfes. Observou-se também maior frequéncia do uso de
SMZ-TMP no grupo de pacientes com erosdes, achado que provavelmente se
associa mais a profilaxia de infeccbes de vias aéreas superiores em pacientes com
alteracbes anatdmicas oOsseas locais do que a patogénese das erosbes
propriamente ditas. No entanto, nenhuma outra caracteristica demografica clinica ou
laboratorial, incluindo a abordagem terapéutica, teve impacto no desenvolvimento
das alteracfes Ossea faciais neste trabalho.

A presenca do alelo G no gene RANKL 290 (rs2277438), seja em heterozigose
ou homozigose, teve a maior associacdo com dano 6sseo na GPA, com uma razéo
de chances de 6,13 (IC 95% 1,95-19,26, P=0,002). Este gene esta localizado no
intron 1, uma regido potencialmente regulatéria do RANKL, e seu efeito na
regulacdo da expressédo de RANKL ainda é incerto®8. Interessantemente, a presenca

do alelo G neste gene foi previamente associada com ao risco do desenvolvimento
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de espondilite anquilosante, uma doencga conhecida por causar destruicdo éssea,
mas, mais tipicamente, neoformacdo 6ssea, em uma populacédo chinesa®. Diversos
estudos ja avaliaram o papel de polimorfismos de nucleotideo Unico na artrite
reumatoide, uma doenca classicamente erosiva. Yang et al. demonstrou que um
polimorfismo do gene rs2277438 aumenta o risco de AR*?, Um estudo prévio de Xu
et al. observou que, apesar deste polimorfismo nao ser um fator de susceptibilidade
para AR em uma populacdo Han Chinesa, ele pode ter uma influéncia significativa
no dano 6sseo e articular da AR*'. Este polimorfismo de RANKL também ja foi
previamente associado a maior progressao radiografica em 2 anos em uma coorte
japonesa de pacientes com AR precoce*?.

Em relacdo ao polimorfismo no gene OPG 1181 (rs2073618), neste trabalho o
genotipo CC resultou em um aumento de 3,95 vezes no risco de desenvolver
erosdes 0sseas faciais em pacientes com GPA. Este polimorfismo esta localizado no
primeiro exon de OPG e substitui uma aspargina por lisina*3. Esta alteragdo pode ter
efeito funcional, e assim estar implicada na fisiopatologia da erosdo 0ssea. Em uma
grande metanalise de 3 coortes francesas, OPG rs2073618 se mostrou
significantemente associado com erosdes na artrite reumatoide®®. Outra metanalise
de 8 estudou demonstrou que o polimorfismo de OPG G1181C se associa a
densidade mineral 6ssea lombar em europeus e asiaticos, e a densidade mineral
6ssea de colo femoral e fémur total em Europeus*t. De forma semelhante, o SNP
OP rs2073618 ja se mostrou um preditor de densidade mineral 6ssea em mulheres
indianas, com o genétipo CC resultando em menores valores de densidade®. Uma

grande coorte de mulheres arabes demonstrou que os genétipos GG e CG se
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associaram a uma reducdo de 40% no risco do desenvolvimento de osteoporose
nesta populacdo, quando comparados as pacientes com o genétipo CC. Também se
observou que individuos com o alelo G tinham risco 30% menor de desenvolver
osteoporose do que individuos portadores do alelo C*%, o que é consistente com os
resultados do presente estudo, que sugerem que o alelo G provavelmente € protetor
contra perda Ossea.

O mecanismo exato pelo qual estes polimorfismos levam a alteragGes
osteometabolicas ndo é completamente conhecido. Ratos transgénicos OPG-null
desenvolvem osteoporose grave, enquanto ratos com hiper-expressao de OPG
desenvolvem um fenétipo de osteopetrose, indicando que a OPG bloqueia a
formacédo de osteoclastos e a reabsorcdo 6ssea*’. De forma similar, modelos de
animais transgénicos com knockout do gene de RANKL se apresentam com
osteopetrose grave. Estes animais tém um bloqueio completo do desenvolvimento
de osteoclastos, que pode ser revertido apos a reintroducdo do gene RANKL em
células progenitoras da medula 6ssea®4°,

No presente estudo os niveis séricos de OPG e RANKL néo foram avaliados, e
estudos prévios nao correlacionaram os polimorfismos de OPG e RANKL com seus
respectivos niveis séricos?>%, O RANKL expresso em células T ativadas pode
deflagrar a ativacdo osteoclastica, e a via RANK/RANKL pode ter um papel
importante na destruicdo 6ssea induzida por inflamacao na artrite. Estudos prévios ja
indicaram este papel de osteoclastos na erosdo Ossea em artrite reumatoide e

confirmaram a presenca de componentes do sistema RANKL na sindvia
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reumatoide®-°3, Desta forma, alteracées locais na razdo RANKL:OPG, mais do que
alteracGes sistémicas, podem ser determinantes criticos da destruicdo éssea’.

Este é o primeiro estudo a analisar polimorfismos de nucleotideo Unico
relacionados ao metabolismo 6sseo em GPA, até o momento. Por este motivo, a
maior parte da evidéncia disponivel para estes polimorfismos vem de coortes de
pacientes com artrite reumatoide e osteoporose, o que pode enfraguecer esta
discusséo. Por outro lado, como pontos fortes deste trabalho podem ser citados (1) a
amostra representativa de pacientes com uma doenca rara, (2) o emprego de
critérios classificatorios recém-publicados para GPA e (3) o uso de variaveis binarias
de facil afericdo levando a associacdes fortes. E importante enfatizar que a idade
mais avancada do grupo controle ndo é uma limitacdo para a analise de

polimorfismos que séo inatos, e que esta diferenca na verdade diminui a chance de

um individuo do grupo controle vir a desenvolver GPA, o que o colocaria no outro

grupo.
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6. CONCLUSOES

Polimorfismos de nucleotideo Unico de relacionados ao metabolismo 6sseo,
especificamente OPG G1181C (rs2073618) e RANKL A290G (rs2277438), podem
ter papel no desenvolvimento da rinossinusite destrutiva vista em uma parcela dos
pacientes com GPA. A avaliacdo genética de pacientes com GPA, embora ainda ndo
amplamente disponivel na pratica clinica, pode vir a ser uma ferramenta util para
identificar individuos com maior risco de dano 6sseo, aumentando a vigilancia sob
este aspecto da doenca. Este estudo observacional serve como base para o
desenvolvimento de estudos maiores para melhor compreensdo desta associagao e

de ensaios clinicos utilizando-se RANKL e OPG como alvos terapéuticos.
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