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Resumo

Introducdo. A doenca de Behcet (DB) € uma doenca inflamatéria sistémica
gue se caracteriza por episodios recorrentes de Ulceras orais e genitais, lesdes
cutaneas e envolvimento ocular, articular, intestinal, neuroldgico e/ou vascular.
O HLA-B*51, um subtipo do HLA-B*5, é considerado o marcador genético mais
associado a DB, principalmente em paises da rota da seda, onde a prevaléncia
varia de 40-80%, enquanto sua prevaléncia € de apenas 13% em individuos
caucasianos com DB. Néao se sabe qual a frequéncia do HLA-B*51 e de seus
subtipos em pacientes brasileiros com DB, ndo sdo conhecidas associacdes
entre HLA-B*51 e seus subtipos com o risco de se desenvolver DB em nossa
populacdo. Objetivos. Avaliar a frequéncia do HLA-B*51 em pacientes
brasileiros com DB e comparar a controles saudaveis; avaliar se ha associacao
entre a presenga dos subtipos HLA-B*51:01 e HLA-B*51:08 e maior risco de
DB na populacao brasileira; avaliar se ha associacao negativa entre a presenca
de HLA-B*51:07 e DB em individuos brasileiros, além de avaliar a associacao
entre a presenca do HLA-B*51 e seus subtipos com manifestacdes clinicas
especificas da DB. Pacientes e métodos. Realizamos estudo transversal com
pacientes com DB e controles saudaveis. A presenca de HLA-B*51 foi
investigada por reacdo da cadeia da polimerase (PCR-SSP). Posteriormente,
amostras positivas para HLA-B*51 foram submetidas ao sequenciamento
genético pelo método Sanger para identificar os subtipos do HLA-B*51.
Resultados. Oitenta e trés pacientes e 258 controles foram avaliados. HLA-
B*51 foi encontrado em 30,1% dos pacientes com DB e em 15,5% do grupo
controle (p = 0,003). Os principais subtipos identificados entre os pacientes
com DB, em ordem decrescente foram HLA-B*51:01 (18,1%), HLA-B*51:08
(6,0%), HLA-B*51:22 (2,4%), HLA-B*51:29 (2,4%) e HLA-B*51:02 (1,2%).
Enquanto o HLA-B*51:01 (12,0%) e HLA-B*51:55 (1,2%) foram mais frequentes
no grupo controle. O HLA-B*51 foi menos encontrado em pacientes com
envolvimento neuroldgico (8,0% vs. 29,3%; p = 0,034), enquanto HLA-B*51:01
esteve presente principalmente em pacientes com manifestacdes oculares
(93,3% vs. 60,3%; p = 0,014). Nenhum paciente com DB e com quadro
neurolégico ou vascular apresentaram HLA-B*51:01. HLA-B*51:08 foi mais
frequente em pacientes com manifestacdes vasculares (60,0% vs. 15,4%; p =
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0,012). Na analise multivariada, HLA-B*51 foi um fator de risco independente
para DB (OR = 2,410; 1C95: 1,332-4,361; p = 0,004) e HLA-B*51:08 teve uma
associacao independente com manifestacdes vasculares na DB (OR = 14,843;
95%ClI: 1,550 - 142,115; p = 0,019). As demais associacdes nao se
confirmaram na analise multivariada. Conclusdes. A prevaléncia do HLA-B*51
€ maior entre pacientes brasileiros com DB comparado ao grupo controle, e
esse gene foi um fator de risco para o desenvolvimento da doenca. O HLA-
B*51:01 foi o subtipo mais frequente tanto no grupo de pacientes como no
grupo controle e sua presenca nao foi fator de risco para o desenvolvimento da
DB e nem esteve associado as manifestacfes clinicas da DB. O HLA-B*51:08
foi associado de forma independente a quadros vasculares na DB. Nao foi
encontrado o HLA-B*51:07 entre pacientes e controles nesse estudo.

Palavras-chave — Doenca de Behcet, Brasil, frequéncia do alelo, HLA, HLA-
B*51, andlise de sequenciamento de DNA.
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Abstract

Introduction. Behcet's disease (BD) is a systemic inflammatory disease
characterized by recurrent oral and genital ulcers, skin lesions and ocular,
articular, intestinal, neurological and/or vascular involvement. HLA-B*51 a split
product of HLA-B*5 is considered the main genetic marker associated with BD,
mainly in the Silk Road countries, where its prevalence ranges from 40-80%,
while this prevalence is only 13% in Caucasian individuals with BD. The
prevalence of HLA-B*51 and its subtypes is not known in Brazilian patients with
BD, and associations between HLA-B*51 or its subtypes as a risk factor for
developing BD in our population is not known as well. Objective. To evaluate
the prevalence of HLA-B*51 in Brazilian BD patients and to compare it to
healthy controls (HC); to assess whether there is an association between the
presence of the subtypes HLA-B*51:01/HLA-B51*08 and a higher risk for DB in
the Brazilian population; to assess whether there is a negative association
between the presence of HLA-B*51:07 and DB in Brazilian individuals and to
evaluate the association between HLA-B*51 and its subtypes with specific
manifestations of BD. Patients and Methods: a cross-sectional study was
performed with BD patients and HC. HLA-B*51 was detected by polymerase
chain reaction with sequence-specific primer (PCR-SSP). Subsequently,
positive samples for HLA-B*51 underwent genetic sequencing by the Sanger
method to detect HLA-B*51 subtypes. Results. Eighty-three BD patients and
258 HC were evaluated. HLA-B*51 was found in 30.1% of BD patients and in
15.5% of HC (p = 0.003). The most prevalent subtypes in DB patients were
HLA-B*51:01 (18.1%), HLA-B*51:08 (6.0%), HLA-B*51:22 (2.4%), HLA-B*51:29
(2.4%) and HLA-B*51:02 (1.2%), while HLA-B*51:01 (12.0%) and HLA-B*51:55
(1.2%) were more prevalent in HC. HLA-B*51 was less frequently found in
patients with neurologic involvement (8.0% vs. 29.3%; p = 0.034) while HLA-
B*51:01 was more observed in patients with ocular involvement (93.3% vs.
60.3%; p = 0.014). No BD patient with neurologic or vascular involvement
presented HLA-B*51:01. HLA-B*51:08 was more frequent in patients with
vascular manifestations (60.0% vs. 15.4%; p = 0.012). In multivariate analysis,
HLA-B*51 was an independent risk factor for BD (OR = 2.410; 95CI: 1.332-
4.361; p = 0.004) and HLA-B*51:08 had an independent association with
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vascular manifestations of BD (OR = 14.843; 95CI: 1.550 - 142.115; p = 0.019).
Conclusions. The prevalence of HLA-B*51 is higher in Brazilian BD patients
compared with HC, and it is a risk factor to the development of the disease.
HLA-B*51:01 is the subtype most frequent in both BD patients and HC, and it is
not a risk factor for BD or for disease manifestations. HLA-B*51:08 is
independently associated with vascular manifestations in BD. No HLA-B*51:07

was found in BD patients or in HC in this study.

Keywords — Behget’'s syndrome, Brazil, allele frequency, HLA, HLA-B*51, DNA
sequence analysis.
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1. INTRODUCAO




1- INTRODUCAO

1.1- Doencga de Behget

A doenca de Behget (DB) é uma doenca inflamatéria sistémica
classificada como vasculite de vasos variados e cuja etiologia é desconhecida.
A DB se caracteriza por episodios recorrentes de Ulceras orais e genitais,
lesbes cutaneas e envolvimento ocular, articular, intestinal, neurolégico e/ou
vascular, em diferentes combinac¢des (1). A predominancia de género na DB
sofre influéncia étnica e geogréafica, sendo a DB mais frequente no sexo
feminino em localidades como Estados Unidos, Coreia e Brasil, enquanto em
paises com alta prevaléncia da doenca, como em paises do Oriente Médio, na
China e no Japao, a DB é mais comum em individuos do sexo masculino (2). O

diagnéstico da DB é geralmente realizado entre 20 e 40 anos de idade (3-5).

Ulceras orais recorrentes sdo a principal manifestacdo da DB, elas
podem surgir na gengiva, lingua, mucosa jugal e labios. Mas, a parte externa
da mucosa labial é geralmente poupada. As Ulceras orais na DB sdo lesdes
arredondadas, com bordas eritematosas e finas, cobertas por uma
pseudomembrana amarelada (1). Ulceras orais podem ser classificadas em
trés tipos: maiores, menores ou herpetiformes. Ulceras orais da forma menor
tém didmetro inferior a 1 cm, resolvem em até 10 dias e ndo deixam cicatrizes,
enquanto Ulceras orais da forma maior apresentam didmetro superior a 1cm,
sdo bastante dolorosas, profundas e deixam cicatriz. Ulceras orais
herpetiformes apresentam 1 a 2mm de diametro, sdo mudultiplas e
frequentemente coalescem (6). Na DB, as Ulceras orais sdo habitualmente do
tipo menor e, na maioria das vezes, séo a primeira manifestacao da DB (7,8).

Na DB, as ulceras genitais apresentam menor recorréncia em relacao as
Ulceras orais e surgem preferencialmente no escroto e pénis no homem e na
vulva em mulheres. Essa manifestacdo acomete cerca de 75% dos pacientes
com DB, sendo semelhantes as Ulceras orais, porém as Ulceras genitais tém
tamanho maior, sdo mais profundas, mais dolorosas, tém bordas irregulares e
geralmente deixam cicatrizes (7,9). Epidimo-orquite, salpingite e uretrite
também s&o consideradas manifestacfes inflamatérias urogenitais da DB
(10,11).
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O envolvimento ocular pode ser a primeira manifestacdo da DB em
cerca de 10% dos pacientes, mas com a evolucdo da doenca, a inflamacéo
ocular acomete de 25 a 75% dos casos, podendo progredir para cegueira, se
ndo tratada de forma adequada (9,12). O envolvimento ocular se d& por
comprometimento da Uvea e da retina, na forma de uveite anterior, uveite
posterior, panuveite e/ou vasculite retiniana. A uveite anterior se manifesta por
dor e hiperemia ocular, sendo reversivel espontaneamente, na maioria das
vezes, porém essa apresentacdo ocular pode deixar sequelas, como sinéquias
na iris, levando a reducdo da acuidade visual. O hipdpio, definido como
acumulo de pus na camara anterior do olho, € uma manifestacédo tipica da
uveite anterior na DB, podendo também ser eventualmente observada em
pacientes com espondiloartrites relacionadas ao HLA-B*27. A uveite posterior
na DB, geralmente evolui com perda progressiva da acuidade visual, sem
sinais de hiperemia ocular; quando essa manifestacdo tem inicio antes dos 25
anos de idade em homens com DB, apresenta pior progndstico, podendo
evoluir para cegueira irreversivel (13). A panuveite bilateral € a manifestagédo

ocular mais comum na DB (14).

As principais manifesta¢cdes cutaneas da DB incluem eritema nodoso,
lesBes acneiformes e a pseudofoliculite. As lesGes eritema nodoso-simile sédo
caracterizadas por nodulacdes cutaneas dolorosas em regido anterior das
pernas, acometem mais frequentemente mulheres com DB e regridem
deixando area de discreta hiperpigmentacdo na pele. A pseudofoliculite e as
lesbGes acneiformes surgem principalmente em regides do dorso, pescoco e
face, principalmente em homens com DB (15). A patergia é a hiperrreatividade
a traumas na pele e esse fenbmeno é habitualmente provocado pela insercdo
de agulha na epiderme e derme, levando ao desenvolvimento de leséo papular
ou pustulosa em 24 a 48 horas. Em diferentes estudos realizados no Brasil
(16-18), a positividade do teste da patergia é de aproximadamente 22% dos
pacientes com DB, essa frequéncia é superior a positividade encontrada em
pacientes com DB de outros paises como Inglaterra (5,0%), Italia (11,1%) e
Coréia do Sul (15,0%), porém inferior a frequéncia de 50-75% (18-21). Apesar
do fenbmeno da patergia ser considerado bastante especifico para a DB, ela
também pode ser observada em outras doengas como na doenca inflamatoria
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intestinal, pioderma gangrenoso, sindrome de Sweet, sindrome da alca cega e
no eritema elevatum diutinum (22,23).

O envolvimento articular é observado em até 80% dos pacientes com
DB. Essa manifestacdo pode ser mono ou oligoarticular, e envolve grandes
articulagcbes dos membros inferiores. Artrite na DB geralmente ndo leva ao
desenvolvimento de erosfes ou deformidades articulares e artralgias sdo mais
comuns do que a artrite propriamente dita (24).

O envolvimento vascular na DB é observado em até 40% dos casos
(3,25) e pode comprometer tanto artérias como veias, de grande e de pequeno
calibre (26—28). O envolvimento venoso ocorre em 75% dos casos e o arterial
em 25% dos pacientes com vasculo-Behcet (25). A trombose venosa é a
manifestagédo vascular mais comum na DB, sendo observada em 14 a 39% dos
casos (29-32). Diferentes leitos venosos sao acometidos na DB, incluindo veia
cava superior e veia cava inferior, veias dos membros inferiores, vasos supra-
hepéticos e cavidades cardiacas. Entre os pacientes que apresentam trombose
venosa na DB, a trombose venosa profunda € observada em até 95,6% dos
casos (33). A associacao de trombose venosa com aneurisma de artérias
pulmonares foi demonstrada em estudo realizado na Turquia, onde 74% de
pacientes com aneurismas de artérias pulmonares também desenvolveram
evento trombético venoso (34). Embolia pulmonar e sindrome de Budd-Chiari
sdo causas de mortalidade em até 17% dos pacientes com DB (35).

A frequéncia de envolvimento do trato gastrointestinal na DB € variavel
em diferentes paises, oscilando de 2% entre os turcos a 60% entre 0s
japoneses (36-41). No Brasil, o envolvimento gastrointestinal varia de 1,2 a
6,6% (17,42,43). As manifestacdes costumam ocorrer cerca de 4,5 a 6 anos
apoOs o surgimento das Ulceras orais, e se apresentam como nauseas, dores
abdominais, vomitos, diarreia e até enterorragia (44). O segmento ileo-cecal é
0 mais acometido na DB, no entanto qualquer pocao do trato gastrointestinal
pode ser envolvida (45).

Na DB, o sistema nervoso central é acometido em 5 a 30% dos
pacientes (46-49) e este envolvimento pode ser dividido em duas principais
formas: envolvimento parenquimatoso, que inclui manifestacdes de tronco
cerebral, hemisféricos cerebrais, medula espinhal e meningoencefalite; e
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envolvimento ndo parenquimatoso, que inclui envolvimento vascular,
principalmente a trombose venosa cerebral, a sindrome de pseudotumor
cerebral e a meningite asséptica (50,51). O envolvimento neurologico
representa fator de mau prognéstico na DB e a forma mais tipica de
acometimento do sistema nervoso central € a rombencefalite (52).

Até 1990, cinco diferentes critérios de diagnostico foram elaborados para
a DB: critérios de Mason & Barnes, critérios do Comité Japonés de Pesquisa
em DB, critérios de O’Duffy, critérios de Cheng & Zhang e os critérios de Dilsen
(53-56). Em 1990, foram desenvolvidos os critérios de diagnostico do
International Study Group (ISG) em DB (57), esses critérios apresentam alta
especificidade para diagnosticar a doenca e tém sido amplamente utilizados,
tanto na prética clinica, quanto na inclusdo de pacientes com DB para estudos
gue avaliam epidemiologia, fisiopatologia e terapéutica (Quadro 1). Porém, um
grande problema para a utilizacdo dos critérios do ISG, é a obrigatoriedade da
presenca de Ulceras orais recorrentes para se diagnosticar a DB (57).
Recentemente, foram desenvolvidos os critérios internacionais de diagndstico
da DB, conhecidos como critérios ICBD (International Criteria for Behget’s
Disease) (58,59) com o0 objetivo de se obter uma maior sensibilidade no
reconhecimento da DB, pois em relacdo aos critérios de diagnostico do ISG
para DB, os critérios do ICBD n&o exigem a presenca de Ulceras orais
recorrentes para se diagnosticar a doenca (Quadro 2).
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Quadro 1 — Critérios de diagnosticos para doenca de Behcget (ISG) (57).

Critério maior

Descricao

Ulceras orais recorrentes

Critérios menores

Ulceras genitais

Lesodes oculares

Lesbes cutaneas

Teste da patergia

Ulceras aftosas observadas pelo médico
ou pelo paciente, na frequéncia de pelo
menos 3 episddios no intervalo de 12

meses

Ulceras  ou  cicatrizes  genitais
observadas pelo médico ou paciente
Uveite anterior ou posterior, com células
vistas em vitreo a partir da lampada de
fenda, ou vasculite retiniana
documentadas pelo oftalmologista
Eritema nodoso simile observado por um
médico ou paciente, lesdes cutaneas
papulopustulares ou pseudo-foliculite
com caracteristicas acneiformes
observados por um médico

Interpretado em 24 a 48 horas por um

médico

Para o diagnostico de DB € necessaria a presenga de um critério maior e de pelo menos dois
critérios menores. Sensibilidade de 46-92% e especificidade de 79,8-99,8% (56,57) .
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Quadro 2 - Critérios Internacionais para a Doenca de Behcet (ICBD)
(58,59).

Manifestacdes Pontuacao
Ulceras genitais 2 pontos
Lesdes oculares (uveite anterior, uveite
, , o 2 pontos

posterior ou vasculite retiniana)
Ulceras orais 2 pontos
LesdBes cutaneas (pseudofolicutlites e

] o 1 ponto
eritema nodoso simile)
Lesdes vasculares (tromboflebites
superficiais, trombose venosa profunda, 1 ponto
trombose arterial ou aneurismas)
Teste da patergia 1 ponto

Sao necessarios pelo menos 4 pontos para se fazer o diagnostico de DB. Sensibilidade de
87,0-96,5% e especificidade de 88,0-97,3%.

1.2- Genética da doenca de Behget

A prevaléncia de DB € mais elevada em paises da antiga rota da seda,
gue se estende do Mediterraneo, passando pelo Oriente Médio até a China e o
Japéo (3). A Turquia é o pais que apresenta a maior prevaléncia da DB (80-420
casos/100.000 habitantes) (60—64). A prevaléncia geral calculada da DB é de
31,8 casos/100.000 habitantes no Oriente Médio, 4,5 casos/100.000 habitantes
em paises asiaticos, 5,3 casos/100.000 habitantes no sul da Europa, 2,1
caso0s/100.000 habitantes no norte da Europa e 3,8 casos/100.000 habitantes
na América do Norte/llhas Caribenhas (65). A prevaléncia da DB diminui do Sul
para o Norte do continente europeu (60). No Brasil, ha trés principais séries de
casos que avaliaram manifestacfes clinicas da DB. Cerca de 253 pacientes,
acompanhados em 3 centros especializados do pais, apresentavam
caracteristicas clinicas semelhantes aquelas observadas em paises do oriente
meédio, exceto por uma maior prevaléncia de sintomas neuroldgicos e oculares
(17,42,43). Estudo epidemioldgico recente, realizado em 9 centros da regido
Sudeste do Brasil, especializados no cuidado de pacientes com vasculites,
identificou frequéncia de 35% de DB entre 1.233 pacientes. Portanto, a DB foi a
vasculite sistémica mais frequente em nosso meio (66).
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A concordancia da DB entre gémeos monozigoticos ja foi relatada,
porém em outras duas situacdes, apenas um dos gémeos monozigoéticos
apresentou DB (67). Estudo realizado em gémeos com DB, observou que a
concordancia entre eles foi maior para gémeos monozigéticos em relagdo aos
dizigdticos, e a genética foi responsavel por 41% para a variacdo fenotipica
(68). Dessa forma, acredita-se que fatores genéticos isoladamente ndo sejam
suficientes para explicar o desenvolvimento da DB e sim a associacdo de
fatores genéticos e ambientais contribuem para a etiopatogenia da DB (1).
Imigrantes turcos na Alemanha e imigrantes japoneses na Califérnia
apresentam menor prevaléncia de DB em comparacdo aos seus respectivos
paises, porém muito superior a prevaléncia de DB observada na populacdo
local desses paises (6,16).

Agentes infecciosos séo os fatores ambientais mais associados a DB, a
participacdo de diferentes agentes (p. ex. virus herpes simples tipo I, eritrovirus
B19, micobactérias, Helicobacter pylori, Borrelia burgdoferri e Saccharomyces
cerevisiae) foi investigada em diferentes estudos. Porém, a relevancia clinica
dessas infec¢cbes nunca foi concluida (69,70). Os micro-organismos mais
investigados na DB sdo do género Streptococcus, devido a alta frequéncia de
infeccdo de nasofaringe, caries dentarias e doenca periodontal com isolamento
desses agentes na DB (71). Além disso, a melhora de manifestacdes
mucocuténeas e articulares com o uso de antibidticos fala a favor da
participacdo de gatilhos bacterianos na patogénese da DB (72,73). Entre as
espécies de Streptococcus, destaca-se a infeccdo pelo Streptococcus
sanguinis na cavidade oral de pacientes com DB, especialmente em condi¢cdes
de higiene oral precaria (69—71).

Recentemente, tem-se levantado a possivel influéncia de alteracdes da
microbiota da cavidade oral, da pele ou intestinal na patogénese da DB (74).
Todavia, ha poucos estudos, até o momento, que avaliaram disbiose da
microbiota na DB. Em estudo que incluiu pacientes turcos com DB,
sequenciando a regidao V4 do RNA ribossomal 16S bacteriano na saliva,
observou-se que a espécie mais abundante foi o0 Haemophilus parainfluenza,
enquanto a espécie bacteriana Alloprevotela rava e as espécies do género
Leptotrichia foram menos encontradas (75). A avaliacdo da microbiota fecal em
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pacientes com DB e em controles saudaveis que compartilihavam a mesma
dieta e ambiente, por sequenciamento das regifes hipervariaveis V3-V4 do
gene 16 rDNA, demonstrou deplecéo significante dos géneros Roseburia e
Subdoligranulum em pacientes em comparacdo a controles. Além disso,
pacientes com DB apresentaram menor producdo de butirato em relacdo a
controles, o que reflete a disbiose intestinal na DB. O butirato é uma substancia
produzida pela flora bacteriana intestinal e que induz a diferenciagdo de
linfécitos T reguladores. Possivelmente, a menor producdo de butirato esta
associada ao desequilibrio entre a resposta T reguladora e T efetora
relacionada a microbiota intestinal na DB (76).

O HLA-B*51, um alelo do HLA-B*5, é considerado o marcador genético
mais associado & DB em diferentes grupos étnicos (77). A prevaléncia de HLA-
B*51 na DB varia de 40-80% na Turquia e em paises da Asia enquanto sua
prevaléncia é de apenas 13% em individuos caucasianos com DB em paises
ocidentais (78,79). Estima-se que a presenca do HLA-B*51 contribua em até
20% para a susceptibilidade genética da DB (80). Uma meta-analise, que
avaliou 78 estudos independentes que incluiram 4.800 pacientes com DB e
16.289 controles, observou que o risco de se desenvolver a DB em portadores
de HLA-B*5/B*51 € 5,78 vezes maior com intervalo de confianca de 95% (IC
95%) de 5,00-6,67 em relacdo a individuos ndo portadores desses alelos (81).
Informacdes sobre a prevaléncia da DB e frequéncia do HLA-B*51 em
diferentes paises sao descritos no Quadro 3. Por essa forte associacdo entre
DB e HLA-B*51, recentemente foi proposto que a DB fizesse parte de um grupo
de doencas denominado MHC-I-opatias, esse grupo também inclui a psoriase
com sua associacdo ao HLA-C*06:01 e as espondiloartrites que tém
associacdo com o alelo HLA-B*27, e todas apresentam interacdes epistaticas
com ERAP1 (Endoplasmic Reticulum Aminopeptidase 1). Nesse grupo de
doencas, ha também associacdo com resposta imune Thl7 e proeminente

infiltrado neutrofilico em tecidos afetados (82).
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Quadro 3 — Prevaléncia da DB e de HLA-B*51 em pacientes e controles

saudaveis de diferentes grupos populacionais (79,83).

Frequéncia de HLA- Frequéncia de HLA-

Populacao (regido) Prevaléncia/l100 mil  B*51 em controles B*51 em pacientes

(%) (%)
Reino Unido
Escocia 0,27 NR 13**
Yorkshire 0,63 Sk 18**
Alemanha
Alema 0,55 14 36
Turca 20,75 31 75
Italia
Régio da Emilia 3,8 19 57
China 14 12 56
Turquia* 25 75
Istambul 420 NR NR
Nordeste 370 NR 26**
Noroeste 20 NR NR
Espanha
Espanhois* 7,5 15 37
Japao
Regido de Hokkaido 30,5 NR NR
Japoneses* 13,5 14 59
Coreia * 7,3 13 53
Iraque * 17 29 62
Israel
Israelense* 15,2 NR NR
Regido  Norte - 146,4 NR 100**
Druze 26,2 NR 81**
Regido Norte — Arab 8,6 NR 72%*
Regido Norte- 120.0 NR 83**
Jewish
Cidade de Taibe
Egito
Regido de 7,6 7 58
Alexandria
Aréabia Saudita 20 26 72
Portugal 15 NR 75
Italia 3,8 NR 75
Estados Unidos 52 NR 0

NR: ndo relatado; *nacionalmente; ** valor aproximado.

O HLA-B*51 € um gene bastante polimorfico, que se localiza no braco
curto do cromossomo 6 e apresenta mais de 250 subtipos diferentes, definidos
pela sequéncia proteica (84). Entre os alelos do HLA-B*51, o HLA-B*51:01

apresenta maior associacdo com DB em todos os grupos populacionais
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avaliados. O HLA-B*51:08 é outro alelo também associado a um maior risco de
DB no Oriente Médio, Italia, Espanha, Grécia, Turquia e Alemanha (4,85-95).
Entretanto, ha4 evidéncias de que o alelo HLA-B*51:07 tenha associacdo
negativa com o desenvolvimento da DB em populacgdes turca e alema (78,79).
Entre popula¢des indigenas do Alasca e do Canada, observa-se alta frequéncia
do HLA-B*51, porém a DB é quase inexistente (16). O motivo para tal
discrepancia é a alta frequéncia do alelo HLA-B*51:02:01 que n&o se associa
ao desenvolvimento de DB (79,83). Recentemente, foi observado que o subtipo
HLA-B*51:01:01 se associa a DB em pacientes turcos, jordanianos, japoneses
e iranianos, de forma independente e sem desequilibrio de ligacdo com outros
genes (96).

Estudos de GWAS (Genome Wide Association Studies) foram realizados
para avaliar associacdes entre polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) de
alelos de frequéncia menor (= 1%) e DB, utilizando diferentes plataformas de
genotipagem (97). Ao todo, sete estudos de GWAS foram realizados na DB,
incluindo pacientes com DB da Turquia, Europa Ocidental, Oriente Médio,
Japao, China e Coreia do Sul no coorte de descoberta, e pacientes com DB da
Grécia, Reino Unido, Oriente Médio, Turquia, Japdo, China, e Coreia do Sul no
coorte de replicacdo. Nesses estudos, foram avaliados de 311.459 a 779.465
SNPs, com foco principalmente na regido do MHC classe | (98-104).

A associagdo entre a regidao do HLA-B e DB foi confirmada em estudos
em diferentes populacbes, utilizando diferentes SNPs dessa regido, que
apresentaram significancia de GWAS (98,99,103,104). Inclusive quando o HLA-
B*51 foi genotipado em um estudo, sua presenca teve associagcdo com DB de
forma mais significante do que qualquer SNP genotipado (OR = 3,49; 1C95:
2,95-4,12; p = 5,47 x 10°0). Além disso, o HLA-B*51 apresentou desequilibrio
de ligagdo com SNPs localizados na regido entre o HLA-B até 62kb de
distancia entre o centrdmero e o gene MICA, a frequéncia do haplotipo foi de
0,321 em pacientes e de 0,144 em controles. O haplétipo idéntico, porém sem
o HLA-B*51, foi observado em frequéncia semelhante entre paciente com DB e
controles (0,04 para ambos 0s grupos), o que sugere que a presenca do HLA-

B*51 € necessaria para a associagao entre a regiao HLA-B e DB (98).
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Apenas um dos estudos de GWAS, que incluiu pequeno numero de
pacientes com BD e controles na Turquia (152 vs. 172 individuos,
respectivamente) ndo encontrou associagdo entre DB e polimorfismos na
regido do HLA-B. Nesse estudo, foram encontradas apenas quatro associacdes
com significancia de GWAS entre SNPs de genes fora da regido do HLA e DB,
incluindo KIAA1529 em 9g22 (rs2061634), CPVL em 7pl5-pl4 (rs317711),
LOC100129342 em 1p32 (rs11206377) e UBASH3B em 11924 (rs4936742)
(100).

Em estudo que avaliou pacientes com DB e controles da Turquia (n =
503 e n = 504, respectivamente) e da Italia (n = 144 e n = 1.270,
respectivamente), foram genotipados 8.572 SNPs em regido estendida do HLA
(cromossomo 6: 28.889kb — 33.000kb; hg19) com uma plataforma customizada
(Imunochip). Variantes adicionais foram imputadas em pacientes de ambos o0s
paises, utilizando-se dados do 1000 Genomes Project, e a analise de
associacdo genética foi realizada com 33.054 marcadores no coorte de
descoberta e 32.819 marcadores no coorte de replicacdo. Posteriormente, foi
feita meta-analise em ambos os coortes, utilizando 24.834 marcadores
genotipados ou imputados. Foram encontrados 3 picos de associacdo com
significancia de GWAS (p < 5 x 10%). O SNP rs116799036 teve maior
significancia (coorte turco com OR: 3,74 e p = 5,75 x 10°%3; coorte italiano com
OR: 4,14 e p = 4,93 x 1023 meta-andlise com OR: 3,88 e p = 9,42 x 10%).
Esse SNP se localiza a aproximadamente 24kb acima do HLA-B e a 16kb do
MICA (105).

Hughes et al ainda realizando anélise de imputacdo de seus dados para
os alelos HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DQAL1, HLA-DQB1 e HLA-DRB1. Nessa
analise, a associacdo entre rs116799036 e DB se manteve significante
independentemente do HLA-B*51:01 em ambos os coortes. Além disso, a
associacdo entre HLA-B*51:01 e DB desapareceu, quando a analise foi
controlada para o SNP rs116799036, sinalizando que a associa¢cao entre DB e
HLA-B*51 seria dependente do rs116799036 (105).

Entretanto, outro estudo de GWAS demonstrou novamente associagao
entre HLA-B*51 e DB. Nesse estudo, homozigose para o gene ERAP1, ou seja,

a variante rs17482078 que codifica p.Arg725GIn levou ao risco de se
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desenvolver a DB, preferencialmente em pacientes HLA-B*51 positivos (103).
Essa interacao epistatica com a variante recessiva (rs17482078) da ERAP1 na
DB é semelhante as interagBes encontradas entre alelos do MHC-classe |
(HLA-Cw*06 e HLA-B*27) e ERAP1 na psoriase e em espondiloartrites,
respectivamente (106,107).

Quanto as manifestacdes clinicas da DB, estima-se que a presenca do
HLA-B*5/B*51 aumenta em 7-13% a chance de se desenvolver Ulceras
genitais, envolvimento ocular e cutadneo, enquanto ha uma reducéo da chance
de envolvimento do trato digestério em 30%. Ha uma associagao significativa
entre a presenca de HLA-B*5/B*51 e sexo masculino em pacientes com DB
(108). Entretanto, a associacdo entre a presenca de HLA-B*5/B*51 com
fendtipos especificos da DB é apenas modesta e o quadro clinico parece ser
indistinguivel em individuos que apresentam ou ndo o HLA-B*5/B*51. Todavia,
estudos avaliaram apenas as manifestacoes da DB de forma superficial e ndo
se pode descartar associacdo desse marcador com manifestacées especificas
da doenca (p. ex. uveite posterior) (108). A auséncia de associa¢do entre HLA-
B*5/B*51 com manifestacdes sabidamente associadas a um mau progndstico
na DB (p. ex. manifestacfes vasculares ou neurolégicas) indiretamente pode
indicar que esse marcador ndo se associa a maior mortalidade (109,110). Na
populacdo brasileira, a frequéncia do HLA-B*51 é bastante variavel (7,8 a
21,2%) em diferentes regifes do pais. Na cidade de S&o Paulo, a frequéncia
observada desse alelo foi de 19% entre 239 individuos da populacdo geral
(111). Quanto ao alelo HLA-B*51:01, foi observada uma frequéncia de 14,7%
em individuos caucasianos na cidade de Belo Horizonte e de 1,7% em
indigenas (112,113). Entretanto ndo se sabe até o momento qual a prevaléncia
de HLA-B*51 e de seus subtipos em pacientes brasileiros com DB e ndo séo
conhecidas associacdes entre a positividade do HLA-B*51 ou de seus subtipos
e o risco de se desenvolver DB em nossa populacéo.

Evidéncias de associacdo com DB, independente do HLA-B*51, foram
observadas em regides do final do teldbmero do MHC classe I, em torno do
HLA-A em estudos de GWAS em populagdo turca e japonesa (98,99).
Evidéncias de associacdo entre o locus A do MHC classe | e DB ja haviam sido
observadas em estudos que genotiparam o HLA em pacientes com DB. Na
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populacao japonesa e coreana, foi observada associacdo entre o HLA-A*26:01
e DB (114,115), o que néo foi evidenciado nos coortes da Turquia e de Italia,
que por sua vez, encontraram associagao entre DB e o HLA-A*02:01 (116). Por
outro lado, a presengca do HLA-A*33:03 teve efeito protetor para o
desenvolvimento da DB no Japao (114).

Quanto aos loci ndo classicos do MHC classe |, ja foram descritas
associacao positiva entre HLA-F*01:01:01 e HLA-G*01:01:02 com DB e efeito
protetor para a DB do HLA-F*01:01:02 e do HLA-G*01:04:01 em japoneses
(114). Em populacdo coreana, observou-se efeito protetor para DB dos genes
HLA-E*01:01 e do HLA-G*01:01:01 (117). Evidéncias de associacdes entre
regibes de loci ndo classicos do MHC classe | e DB foram observadas em
estudos GWAS realizado em pacientes da Japdo, na Turquia e na ltalia
(99,105). No estudo realizado por Hughes et al, 0 SNP rs114854070, localizado
1,4kb acima do HLA-F-AS1 se associou a maior risco de DB (105).

Além das evidéncias de associacfes entre DB e SNPs de regides do
HLA, estudos de GWAS também contribuiram para o entendimento da genética
e da fisiopatologia da DB, ao demonstrarem susceptibilidade genética para a
doenca em genes de regides fora do HLA (97,118). Exemplos de associacdes
fora do HLA com DB incluem o alelo A dos SNPs rs1518111 e rs1800872 do
gene da interleucina (IL)-10 (IL10) e a regido intergénica entre genes do
receptor da IL-23 (IL23R) e o receptor B2 da IL-12 (IL12RB2), com o SNP
rs924080 (98,119). Outro estudo demonstrou que a associagdo com
significancia de GWAS se encontra na regido do gene IL23R (120), ao invés do
IL12RB2, inclusive com haplétipo formado por 4 SNPs, incluindo o rs17375018
do gene IL23R esteve fortemente associado a DB em chineses (121). A
associacdo entre o SNP rs897200 do gene STAT4 foi demonstrada em dois
estudos de GWAS, inclusive com maior atividade de transcricdo, o que pode
implicar em maior producdo de IL-17 (101,103). Também foram descritas na
DB, associacdes com significancia de GWAS de SNPs dos genes CCR1
(rs7616215), KLRC4 (rs2617170), GIMAP2/GIMAP4 e UBAC?2 (100,102,103).
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2- JUSTIFICATIVA

Apesar da frequéncia do HLA-B*51 e de alguns de seus subtipos ser
conhecida na populacédo brasileira, ndo ha estudos que tenham avaliado a
prevaléncia desse gene e de seus subtipos em individuos brasileiros com DB e
nem possiveis associagdes clinicas entre manifestacdes especificas da DB e o
HLA-B*51.
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3- HIPOTESES

Pacientes brasileiros com DB, residentes no estado de S&o Paulo,
apresentam frequéncia de HLA-B*51 significativamente superior a individuos
saudaveis pareados para sexo. Em pacientes brasileiros com DB, a presenca
do HLA-B*51 se associa a manifesta¢des de maior gravidade da doenga, como

manifestacdes oculares, neuroldgicas e/ou vasculares.
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4- OBJETIVOS

e Primério:

e Avaliar a frequéncia de gene HLA-B*51 em pacientes brasileiros com DB
e comparar a controles saudaveis.

e Secundarios:

e Avaliar se h4 associacao entre a presenca dos subtipos HLA-B*51:01 e
HLA-B*51:08 e maior risco de DB na populagéo brasileira,

e Avaliar se ha associacdo negativa entre a presenca do subtipo HLA-
B*51:07 e DB em individuos brasileiros;

e Avaliar associacao entre a presenca do HLA-B*51 e seus subtipos co

manifestacdes clinicas especificas da DB.
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5- PACIENTES E METODOS
5.1- Pacientes e controles:

Foi realizado um estudo transversal que incluiu 83 pacientes com
diagnéstico de DB em seguimento regular no Ambulatorio de Vasculites da
Disciplina de Reumatologia da Universidade Federal de Sdo Paulo — Escola
Paulista de Medicina (UNIFESP-EPM) e 258 controles saudaveis. Os critérios
de inclusdo no grupo de pacientes sédo os seguintes: idade acima de 18 anos,
cumprimento dos critérios diagndésticos do Grupo Internacional de Estudos na
DB (ISG) (57) elou do Critério Internacional para DB (ICBD) (58) e
consentimento em participar do estudo. No grupo controle, foram utilizados os
seguintes critérios de inclusdo: idade superior a 45 anos, auséncia de
manifestacfes de doencas autoimunes, consentimento em participar do estudo
e auséncia de manifestacdes clinicas da DB. Individuos do grupo controle
foram convidados a participar do estudo entre os doadores saudaveis do Banco
de Sangue do Hospital Sdo Paulo/UNIFESP-EPM, funcionarios do Hospital Sao
Paulo/UNIFESP-EPM, acompanhantes n&do consanguineos de pacientes
seguidos nos diferentes ambulatérios da Disciplina de Reumatologia da
UNIFESP-EPM e individuos submetidos a coleta de sangue no Laboratério
Central do Hospital Sdo Paulo, que néo apresentaram manifestacdes de

doencas autoimunes ou manifestacdes clinicas da DB.

O calculo do numero amostral (n) do estudo foi realizado com
assisténcia do estatistico Valdecir Marvulle, utilizando a formula abaixo. Foi
levado em consideracdo o desfecho primario como uma proporcdo, em

populacao finita para o grupo de pacientes:

_ N
S (IN-1Dx g2+ 1

n

Onde: n =tamanho da amostra
N = tamanho total da populacéo de pacientes

&y = erro toleravel
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Considerando o numero total aproximado de pacientes com DB seguidos
em nosso ambulatério era de 100 (N = 100) a época do planejamento do
estudo e ¢, = 0,05 (5%), seria necessario o tamanho da amostra de 80
pacientes com DB (n = 80). Se o numero total de pacientes com DB seguidos
em nosso ambulatério fosse de 200 (N = 200), com 0 mesmo &,, precisariamos
de uma amostra com 134 pacientes. Em relacdo ao grupo controle,
considerando-o como uma populacdo infinita e levando-se em conta a
prevaléncia do alelo HLA-B*51 de 19% na cidade de Sdo Paulo (113), seriam

necessarios 290 controles saudaveis.

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da UNIFESP-EPM (Processo n° 719.765-14) e todos os participantes do estudo
assinam o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Anexos 1 e 2).
Apos assinatura do TCLE, os pacientes com DB foram submetidos a avaliacao
clinica quanto aos dados demograficos e as manifestacfes clinicas da doenca,
enquanto foram informagbes sobre dados demogréaficos em individuos do
grupo controle. Os dados demogréficos contemplaram idade ao estudo,
género, cor da pele de acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE) (122) e naturalidade. As informacdes quanto as
manifestacbes clinicas incluiram (Anexo 3): Ulceras orais, Ulceras genitais,
lesdes cutdneas (eritema nodoso-simile, lesdes acneiformes e pépulo-
pustulosas), artralgias/artrite, envolvimento ocular (uveite anterior, uveite
posterior, pan-uveite ou vasculite retiniana), envolvimento do trato
gastrointestinal (ulceracbes com ou sem perfuracdo em qualquer seguimento,
especialmente na regido ileo-cecal), neurolégico (meningo-encefalite,
meningite asséptica isolada, trombose venosa cerebral, pseudotumor cerebral),
vascular (tromboflebite superficial, trombose venosa profunda e aneurismas
arteriais) e positividade do teste da patergia (Anexo 3). Pacientes com DB
foram agrupados de acordo com a gravidade das manifestacbes da DB em:
doenca leve a moderada (envolvimento mucocutaneo, artralgias/artrite e uveite
anterior) e doenca grave (uveite posteior, vasculite retiniana, neurite Optica
envolvimento neurolégico, do trato digestério ou vascular) de acordo com os

critérios estabelecidos por Krause (123,124).
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5.2- Identificacdo do HLA-B*51
5.2.1- Isolamento do DNA

O DNA de individuos do grupo controle e de pacientes com diagndstico
de DB foi extraido a partir do sangue periférico com kit PureLink® Genomic
DNA (Invitrogen™, Carlsbad, CA, Estados Unidos). Foi obtido de cada
participante do estudo um volume de 5mL de sangue periférico, coletado em
tubo com EDTA. O isolamento do DNA a partir de sangue total foi feito pela
técnica de extracao por colunas de silica.

O procedimento de isolamento do DNA foi baseado na bula do fabricante
do kit de extracdo. Resumidamente, foram colocados 200uL de sangue total
em microtubo estéril e foram adicionados 20uL de proteinase K, seguido por 20
uL de RNAse A. Apds misturar o conteudo do microtubo, utilizando o vortex
brevemente, foi realizada incubacdo a temperatura ambiente por 2 minutos.
Posteriormente, foram adicionados 200puL de PureLink Genomic Lysis/ Binding
Buffer ao microtubo e o conteddo foi misturado novamente utilizando-se o
vortex. Amostras foram incubadas por 10 minutos a temperatura de 55°C e
foram acrescentados 200uL de etanol 96-100% ao lisado, que foi levado ao
vortex para agitacdo e mistura por 5 segundos, até se obter uma mistura
homogénea. A prOxima etapa, de ligacdo do DNA, consistiu em adicionar
aproximadamente 640uL do lisado a coluna, com posterior centrifugacdo a
10.000g por 1 minuto em temperatura ambiente. O microtubo utilizado foi,
entdo, descartado, sendo conectado um novo microtubo a coluna para a etapa
de lavagem do DNA. Nessa etapa, foram acrescentados 500uL da solugéo de
lavagem 1 a coluna, sendo realizada nova centrifugacdo a 10.000g por 1
minuto. O microtubo foi novamente substituido e foram adicionados 500uL da
solucéo de lavagem 2, seguidos por nova centrifugacdo em velocidade maxima
por 3 minutos. Depois, o tubo utilizado foi trocado por um microtubo estéril de
1,5ml, onde foram adicionados 40uL de Pure Link Genomic Elution Buffer a
coluna para eluicio do DNA. O produto foi incubado por 1 minuto a
temperatura ambiente e novamente centrifugado em velocidade maxima por 1
minuto.

As amostras de DNA assim obtidas foram quantificadas por

42



espectrofotometria (NanoDrop ND-1000, Thermo Fisher Scientific, Carlsbad,
CA, Estados Unidos) a 260nm, e sua pureza foi aferida pela razdo 260/280nm.
O tubo contendo DNA foi armazenado a -18°C até a realizagdo de

experimentos adicionais.

5.2.2 Amplificagdo por PCR da regiao polimérfica para posterior
sequenciamento

Para investigacdo do gene HLA-B*51, a metodologia empregada foi a
PCR-SSP (Polymerase Chain Reaction with Sequence Specific Primer)
utilizando iniciadores especificos, seguindo metodologia comercial com o kit
Ambisolv™ Primer Mixes (Invitrogen, Carlsbad, CA, Estados Unidos). Foram
selecionados dois conjuntos de iniciadores que abrangem os alelos B*571-01 e
B*51-24. A regiao amplificada compreende dois fragmentos: um contendo 311 e
outro 116 pares de base (bp), cada um deles especifico para determinagao de

um dos alelos, conforme Quadro 4.

Quadro 4 — Primers utilizados na reagdao de PCR para amplificagdao do
trecho de interesse B*57-01A e B*51-24°.

. Localizagdo Tamanho
Localizagao

Primer Especificidade do alelo Sgnse do sense Antl_sense -do do
Primer rimer Primer antisense produto
p primer da PCR
B*1807, B*3521/24, B*510101-
B51-01A 0107/03-04/06/08-09/11N-14/16-21/24- CTT 272 CAC 583 590

33/35/37-39/41N/43-46,
B*5302/06, B*7801-0202
B*510101-0103/0105-09/11N-12/1302-
BS1-24A  14/16-23/26-41N/43-44N/46, Tce 319 AGA 435 395

B*520101-10, B*5808

A — adenina; C — citosina, G — guanina; T — timina.

Foram feitas duas misturas de reacéo (uma mistura de reagao para cada
primer). Para cada 10 amostras de DNA, a mistura continha: 25uL de agua
ultrapura, 15uL do tampao do kit, 25uL de cada primer (sense e antisense) e
1uL de Taq DNA Polimerase 1kb. A mistura foi entdo distribuida nos tubos de
PCR, para cada tubo foram adicionados 1uL de DNA (75 a 125ng) e os tubos
foram levados ao termociclador Veriti (Applied Biosystems, Foster City, CA,

Estados Unidos) para amplificacdo da sequéncia de interesse. O controle
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negativo da reagao consistiu de um tubo com a mistura e agua ultrapura sem
DNA extraido. O protocolo utilizado foi adaptado a partir das recomendagdes
do fabricante.

A ciclagem da PCR é descrita no Quadro 5, conforme instru¢des do
fabricante. Apds o término da reacao os tubos foram rapidamente centrifugados

e o produto de PCR foi analisado em gel de agarose.

Quadro 5 — Protocolo de ciclagem utilizado para a PCR.

Passos Temperatura (°C) Tempo (segundos) Acao
Desnaturacao 96 60 Denaturagao
96 25 Denaturagao
5 ciclos 70 50 Anelamento
72 45 Extensao
96 25 Denaturagao
21 ciclos 75 50 Anelamento
62 45 Extensao
96 25 Denaturagao
4 ciclos 55 60 Anelamento
72 120 Extensao
Manter 4 Tempo inespecifico _

5.2.3- Gel de agarose a 2% para analise dos produtos de PCR

Para visualizacdo das bandas de 590 e 395bp, os produtos da reagao de
PCR foram separados em gel de agarose a 2%, em cuba de eletroforese
horizontal. O gel foi preparado com agarose a 2% em tampao 0,5X TBE (Tris
Borato EDTA), corado com Gel Red Nucleic Acid Gel Stain (Biotium, Hayward,
CA, Estados Unidos) 8ul a cada 100ml de solugdo de agarose. Foram
aplicados 7,7ul do volume total da reacédo de PCR das diferentes amostras.
Como padrao de massa molecular, foi utilizado 5yl de 1Kb Plus DNA Ladder
(Invitrogen™, Carlsbad, CA, Estados Unidos) por corrida.

Cada corrida eletroforética foi realizada com 5 amostras e a imagem de
cada gel foi adquirida no Fotodocumentador Lumi-Bis (DNR Bio-Imaging

Systems, Jerusalém, Israel). A Figura 1 ilustra o resultado obtido na
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amplificagdo no gel de agarose a 2%.

Figura 1 — Imagem dos produtos da reacdo de PCR apods separagiao
eletroforética em gel de agarose a 2%.

M CP Al A2 A3 A4 A5 CN

B*51-01A

1200bp ——

590bp ——

B*51-24A

1200bp ——

395bp —

A presenca das bandas de 590bp (para primer B51-01A) e 395pb (para primer B51-
04A) mostra a amplificacdo do trecho de interesse. M = marcador de 1Kb (Invitrogen
by Life Technologies); A1 a A6 = amostras de participantes do estudo; CN =
controle negativo da reagéo; CP= controle positivo.

5.2.4- Sequenciamento genético do HLA-B*51

Amostras de individuos do grupo controle e de pacientes com DB
positivas para HLA-B*51 foram entdo submetidas a reacdo de sequenciamento
por kit SeCore® Sequencing (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, Estados
Unidos) para identificar seus subtipos. O sequenciamento genético identifica
diretamente a sequéncia de DNA, a partir de um gene HLA marcado. A
amplificagcdo de um locus especifico do HLA foi efetuada através da ciclagem

de uma mistura de amplificagdo, com a enzima FastStart™ TAQ polimerase
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(Sigma-Aldrich, San Louis, MO, Estados Unidos) e uma amostra de DNA
gendmica. O produto final foi tratado com EX0SAP-IT™ (Thermo Fisher
Scientific, Carlsbad, CA, Estados Unidos), antes do sequenciamento, para
degradar os primers ndo incorporados e o0s nucleotideos livres. A sequéncia
nucleotidica e o subtipo do HLA resultante foram determinados pelo
sequenciamento multicolor baseado em fluorescéncia com o kit BigDye®
Terminator v1.1 Matrix Standard (Dye Set E) 3100,3130 e 3500 Genetic
Analyzers (Life Technologies, Carlsbad, CA, Estados Unidos). As reagdes finais
foram purificadas através precipitacdo do etanol antes do processamento.
Amostras serdo carregadas com formamida desnaturada e os resultados
detectados a partir do Software HLA SBT uTYPE 7.0 (Thermo Fisher Scientific,
Carlsbad, CA, Estados Unidos).

5.3- Andlise estatistica

Para realizar a andlise estatistica do estudo, utilizamos o programa IBM
SPSS Statistics versao 20.0 para Windows (IBM Corp., Armonk, NY, Estados
Unidos) e graficos foram criados com o programa GraphPad Prism para
Windows versao 5.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA, Estados Unidos).
Variaveis numéricas sdo apresentadas sob a forma de média e desvio padrao
ou de mediana e intervalo interquartil de acordo com a distribuicdo. Variaveis
categoricas sdo apresentadas sob a forma de nuamero total e percentagem.
Comparagfes entre variaveis numéricas sdo realizadas com o teste t de
Student ou pelo test U de Mann-Whitney, enquanto para variaveis categéricas,
foi utilizado o teste Qui quadrado com estimativa de risco para desenvolvimento
de DB na presenca de HLA-B*51 e de seus subtipos mais relevantes.
Realizamos regressdo logistica univariada para investigar associacao entre
HLA-B*51 e subtipos com DB. Posteriormente, foram feitos diferentes modelos
de analise multivariada com regressao logistica para investigar associacdes
entre HLA-B*51 e seus subtipos com DB e com manifestacbes da DB.
Resultados das analises de regressao logistica foram expressos em razao de
chances [Odds ratio (OR)] e intervalo de confianca de 95% (IC95%). O nivel de

significancia aceito foi de 5% (p < 0,05).
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6. RESULTADOS




6- RESULTADOS

6.1- Dados demograficos

Foram avaliados 83 pacientes com DB e 258 controles saudaveis, ndo

houve diferencas entre os grupos em relacdo ao género, cor e a regido de

naturalidade, porém a mediana de idade do grupo controle foi superior a dos

pacientes. Os dados demograficos dos participantes do estudo encontram-se

na Tabela 1.

Tabela 1 — Dados demograficos dos pacientes e controles incluidos no

estudo.
Doencga de Grupo
Aspectos
. Behget Controle p
Demograficos
(n =83) (n = 258)
Idade, anos 41,0 (33,0-53,0) 55,0 (43,0-65,3) <0,0001
Sexo Feminino, n (%) 46 (55,4) 159 (61,6) 0,315
Cor da pele
Pretos, n (%) 10 (12,0) 34 (13,2)
Pardos, n (%) 49 (59,0) 118 (45,7) 0.125
Brancos, n (%) 24 (28,9) 101 (39,1) ’
Amarelos, n (%) 0 (0,0) 5(1,9)
Regido de Naturalidade
Sudeste, n (%) 54 (65,1) 174 (67,4)
Nordeste, n (%) 27 (32,5) 69 (26,7)
0,494
Sul, n (%) 1(1,2) 8(3,1)
Norte, n (%) 1(1,2) 2 (0,8)

n- nimero da amostra; resultados em negrito com significancia estatistica.
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6.2- Manifestacdes clinicas da doenca de Behcet

A maioria dos pacientes avaliados no estudo apresentou manifestacdes
mucocutaneas da DB, mas também foi observada alta frequéncia de
manifestagcdes oculares (Tabela 2). Entre os 83 pacientes avaliados no estudo,
10 (12,04%) pacientes preencheram apenas os critérios de diagnoéstico do
ICBD, enquanto a grande maioria cumpriu os critérios diagndésticos tanto do
ICDB quanto do ISG para DB. A grande maioria dos pacientes (73%) apresenta

manifestacdes graves da DB, segundo os critérios de Krause (125).

Tabela 2 — Frequéncia das manifestacdes clinicas dos pacientes com DB

avaliados no estudo.

Aspectos Clinicos Resultados
(n =83)

Tempo desde o diagndéstico, meses 96,0 (48,0-168,0)
Ulceras orais, n (%) 83 (100,0)
Ulceras genitais, n (%) 67 (80,7)
Envolvimento cutaneo, n (%) 61 (73,5)
Envolvimento articular, n (%) 30 (36,1)
Envolvimento ocular, n (%) 55 (66,3)
Manifestacfes oculares recorrentes, n (%) 28 (33,7)
Envolvimento vascular, n (%) 15 (18,1)
Manifestacdes vasculares recorrentes, n (%) 3(3,6)
Envolvimento Neurolégico, n (%) 19 (22,9)
Manifestacfes neurolbgicas recorrentes, n (%) 7 (8,4)
Envolvimento do trato gastrointestinal, n (%) 4 (4,8)
Teste da patergia positivo*, n (%) 11 (24,4)
Preenchem os critérios do ISG, n (%) 73 (88,0)

* Porcentagem da patergia baseada em 45 casos; n — numero de pacientes; ISG — International
Study Group.
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6.3- Presenca do HLA-B*51 e seus subtipos em pacientes com doenca de

Behcet e em controles saudaveis.

Foi observada frequéncia significativamente maior de HLA-B*51 em
pacientes com DB em comparac¢do a controle saudaveis (30,1% vs. 15,5%; p =
0,003) (Figura 2) e a presenca de HLA-B*51 foi fator de risco para se
desenvolver DB (OR = 2,349; 1C95: 1,319-4,185).

Figura 2 — Comparacao entre pacientes e controles quanto a presenca do
HLA-B*51.

Frequéncia de HLA-B*51

100- p=0,003
[ HLA-B*51+
80- B3 HLA-B*51-

60

401  30,1%

Porcentagem

15,5%

Pacientes Controles

Entretanto, essa associacdo nao foi observada para o subtipo HLA-
B*51:01 (OR= 1.615; IC95: 0,824-3,167) ou para o0 subtipo HLA-B*51:08
(nenhum individuo do grupo controle apresentava este alelo) com o risco de

desenvolver DB.

6.3.1 Subtipos do HLA-B*51 em pacientes com doenca de Behcet e em

controles saudaveis.

O subtipo mais prevalente do HLA-B*51, tanto no grupo controle quanto

no grupo de pacientes, foi o HLA-B*51:01. Outros subtipos aparecem em
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ambos os grupos, como o HLA-B*51:29 e o HLA-B*51:22. Mas, o HLA-B*51:08

foi encontrado somente entre os pacientes com DB (Figura 3).

Figura 3 — Frequéncia dos subtipos do HLA-B*51 nos pacientes com

doenca de Behget e no grupo controle.

A Doenca de Behget
80-

B Controles
100+

60,0%

77,5%

8,0% 8,0%

%
2,5%

50 9
2,5% 2,5% 2,5% 7,5%

> NG & A D2 > & P> P PP
@4&' @4&' @f%\/ @4&' @m\" @m\/ R g 6@\/ <g°’\"
Subtipos do HLA-B*51 Subtipos do HLA-B*51

Porcentagem de cada subtipo do HLA-B*51 calculada em relacdo ao nimero de participantes
positivos para 0 HLA-B*51.

6.4- AssociacOes entre HLA-B*51 e dados demograficos e manifestacfes
clinicas em pacientes com doenca de Behcget.

Entre os pacientes com DB, ndo houve diferencas significantes quanto a
cor da pele, género masculino e regido de naturalidade no pais, em relacao a
presenca do HLA-B*51 (Tabela 3).
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Tabela 3 - Comparacdo entre as caracteristicas demograficas em

pacientes com doenca de Behcet e a presenca do HLA-B*51.

HLA-B*51 HLA-B*51
Variaveis presente ausente p
(n=25) (n=58)
Cor da pele
Branca, n (%) 10 (40,0) 14 (24,1)
N3o branca, n (%) 15 (60,0) 44 (75,9) 0144
Género
Feminino, n (%) 14 (56,0) 32 (55,0)
Masculino, n (%) 11 (44,0) 26 (44,8) 0945
Regido de naturalidade
Sudeste, n (%) 14 (56,0) 40 (68,9)
Nordeste, n (%) 11 (44,0) 16 (27,6) 014

n - nimero de pacientes.

A frequéncia de HLA-B*51 foi significativamente menor em pacientes
com historico de manifestacdes neurolégicas e houve uma tendéncia a maior
frequéncia de envolvimento ocular e menor frequéncia de Ulceras genitais em
pacientes com DB que apresentavam HLA-B*51, quando comparados aqueles
pacientes com auséncia desse alelo. Todavia, a frequéncia de pacientes com
recidivas de manifestacdes oculares (40% vs. 31%; p = 0,428) e de pacientes
com recidivas de manifestacfes neurolégicas (8,0% vs. 8,6% p = 0,926) foi
semelhante entre pacientes com e sem HLA-B*51. Demais manifestagdes

clinicas da doenca ndo apresentaram associacdo com HLA-B*51 (Tabela 4).
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Tabela 4 — Comparacéao entre manifestacfes clinicas da doenca de Behcet
e HLA-B*51.

HLA-B*51 HLA-B*51
Manifestacdes clinicas presente ausente p
(n=25) (n=58)

Ulceras genitais, n (%) 23 (92,0) 44 (75,9) 0,087
Envolvimento cutaneo, n (%) 21 (84,0) 40 (69,0) 0,155
Envolvimento articular, n (%) 11 (44,0) 19 (32,8) 0,328
Envolvimento ocular, n (%) 20 (80,0) 35 (60,3) 0,082
Envolvimento vascular, n (%) 3(12,0) 12 (20,7) 0,345
Envolvimento neuroldgico, n (%) 2 (8,0) 17 (29,3) 0,034
Envolvimento do trato

_ _ 2 (8,0) 2 (3,4) 0,374
gastrointestinal, n (%)
Teste da patergia positivo*, n (%) 3(23,1) 8 (25,0) 0,892
Preenchem critérios do ISG, n (%) 24 (96,0) 49 (84,5) 0,139
Manifestacdes graves, n (%) 22 (88,0) 51 (87,9) 0,993

*Porcentagem da patergia baseada em 45 casos; resultados em negrito com significAncia
estatistica; ISG — International Study Group; n — nimero de pacientes.

6.4.1- Dados demograficos e manifestacdes clinicas em pacientes com
doenca de Behcet e o subtipo HLA-B*51:01.

Entre os pacientes com DB, nao houve diferencas significativas quanto a
cor da pele, regido de naturalidade e género em relacdo a presenca de HLA-
B*51:01 (Tabela 5).
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Tabela 5 - Comparacdo entre as caracteristicas demograficas em

pacientes com doenca de Behcet e HLA-B*51:01.

HLA-B*51:01 HLA-B*51:01

Variaveis presente ausente p

(n=15) (n=68)

Cor da pele

Branca, n (%) 7 (46,7) 17 (25,0)

N3o branca, n (%) 8 (53,3) 51 (75,0) 0119

Género

Feminino, n (%) 8 (53,3) 38 (55,9)

Masculino, n (%) 7 (46,7) 30 (44,1) 0857

Regido de naturalidade

Sudeste, n (%) 9 (60,0) 45 (66,2)

Nordeste, n (%) 6 (40,0) 21 (30,9) 0843

n - nimero de pacientes.

Maior frequéncia de envolvimento ocular foi observada em pacientes
com DB que apresentavam HLA-B*51:01 e esse alelo estava ausente em
pacientes com DB que apresentaram manifestacdes neurolégicas ou
vasculares. Demais manifestacées clinicas da DB néo tiveram associa¢cdo com
HLA-B*51:01 (Tabela 6). Houve tendéncia a maior frequéncia de pacientes com
DB que apresentaram alguma recorréncia de manifestagdes oculares, entre
aqueles com HLA-B*51:01, em comparacdo aqueles que ndo apresentavam
esse alelo (53,3% vs. 29,4%; p = 0,076). Porém, ndo foram observadas
recorréncias de manifestacdes vasculares ou neuroldgicas entre pacientes com
DB que apresentaram HLA-B*51:01.
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Tabela 6 — Manifestagfes clinicas da doenca de Behcget e HLA-B*51:01.

HLA-B*51:01 HLA-B*51:01

Manifestacdes clinicas presente ausente p
(n=15) (n=68)

Ulceras genitais, n (%) 14 (93,3) 53 (77,9) 0,171
Envolvimento cutaneo, n (%) 12 (80,0) 49 (72,1) 0,528
Envolvimento articular, n (%) 8 (53,3) 22 (32,4) 0,126
Envolvimento ocular, n (%) 14 (93,3) 41 (60,3) 0,014
Envolvimento vascular, n (%) 0 (0,0) 15 (22,1) 0,044
Envolvimento neurolégico, n (%) 0 (0,0) 19 (27,9) 0,020
Envolvimento do trato

_ _ 1(6,7) 34,4 0,712
gastrointestinal, n (%)
Teste da patergia positivo*, n (%) 1(10,0) 10 (28,6) 0,567
Preenchem critérios do ISG, n (%) 15 (100,0) 58 (85,3) 0,113
Manifestacdes graves, n (%) 14 (93,3) 59 (86,8) 0,479

*Porcentagem da patergia baseada em 45 casos; resultados em negrito com significancia
estatistica; ISG — International Study Group; n — nimero de pacientes.

6.4.2- Dados demograficos e manifestacdes clinicas em pacientes com

doenca de Behcet e a presenca de HLA-B*51:08.

Entre os pacientes com DB, ndo houve diferencas significativas quanto a
cor da pele, regido de naturalidade e género em relagcdo a presenca ou
auséncia de HLA-B*51:08 (Tabela 7).
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Tabela 7 — Caracteristicas demograficas em pacientes com doenca de

Behcet e HLA-B*51:08.

HLA-B*51:08 HLA-B*51:08
Variaveis presente ausente p
(n=5) (n=78)
Cor da pele
Branca, n (% 1 (20,0 23 (29,5
(%) (20,0) (29.5) 0.650
N&o Branca, n (%) 4 (80,0) 55 (70,5)
Género
Feminino, n (% 2 (40,0 44 (56,4
| (%) (40,0) (56.4) 0.474
Masculino, n (%) 3 (60,0) 34 (43,6)
Regido de naturalidade
Sudeste, n (% 3 (60,0 51 (67,1
(%) (60.0) (67.1) 0.744
Nordeste, n (%) 2 (40,0) 25 (32,9)

n - nimero de pacientes.

A frequéncia de HLA-B*51:08 foi significativamente maior em pacientes

com DB que apresentavam envolvimento vascular e naqueles pacientes com

recorréncias de tais manifestagcdes (20,0% vs. 2,6%; p = 0,043). Demais

manifestacdes clinicas da doenca ndo apresentaram associacdes significantes

com a presenca de HLA-B*51:08 (Tabela 8).
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Tabela 8 — Manifestagfes clinicas da doenca de Behcet e HLA-B*51:08.

HLA-B*51:08 HLA-B*51:08

Manifestacdes clinicas presente ausente p
(n=5) (n=78)

Ulceras genitais, n (%) 4 (80,0) 63 (80,8) 0,966
Envolvimento cutaneo, n (%) 4 (80,0) 57 (73,1,0) 0,734
Envolvimento articular, n (%) 1 (20,0) 29 (37,2) 0,438
Envolvimento ocular, n (%) 3 (60,0) 52 (66,7) 0,760
Envolvimento vascular, n (%) 3 (60,0) 12 (15,4) 0,012
Envolvimento neurolégico, n (%) 0 (0,0) 19 (24,4) 0,209
Envolvimento do trato

_ _ 1 (20,0) 3(3,8) 0,102
gastrointestinal, n (%)
Teste da patergia positivo*, n (%) 0 (0,0) 11 (25,0) 0,567
Preenchem critérios do ISG, n (%) 4 (80,0) 69 (88,5) 0,573
Manifestacdes graves, n (%) 4 (80,0) 69 (88,5) 0,573

*Porcentagem da patergia baseada em 45 casos; resultados em negrito com significancia
estatistica; ISG — International Study Group; n — nimero de pacientes.

6.5- Analises de regressao logistica uni e multivariadas

Foram realizadas analises uni e multivariadas para definir associacfes
de risco do gene HLA-B*51 e subtipos HLA-B*51:01 e HLA-B*51:08 com DB e
manifestacdes clinicas especificas como manifestacdes oculares, neurolégicas
e vasculares, utilizando também dados demograficos e outras manifestaces

clinicas como variaveis independentes.

6.5.1- Analises de regressao logistica uni e multivariadas com HLA-B*51

Na anadlise univariada, foram utilizados os dados demograficos e a
presenca do alelo HLA-B*51 como variaveis independentes e a DB como
variavel dependente. A presenca do alelo HLA-B*51 se mostrou fator de risco
para o desenvolvimento da DB, de forma independente da cor ndo branca,
sexo feminino e naturalidade na Regido Sudeste, conforme expostos na Tabela
9.
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Na analise univariada, foram utilizados os dados demograficos e a
presenca do alelo HLA-B*51 como variaveis independentes e a DB como
variavel dependente. A presenca de HLA-B*51 se mostrou fator de risco para o
desenvolvimento da DB, de forma independente da cor da pele, do género e da

naturalidade na Regido Sudeste, conforme expostos na Tabela 9.

Tabela 9 — Analise univariada e multivariada para associagcfes entre

variaveis demograficas, presenca de HLA-B*51 e doenca de Behget.

Variaveis OR p OR p IC95
Anadlise univariada Analise multivariada
Género feminino 0,774 0,316 0,707 0,194 0,419-1,193
Cor Branca 1,581 0,094 1,545 0,130 0,880 -2,711
Procedéncia - Sudeste 0,793 0,400 0,872 0,635 0,495 - 1,536
HLA-B*51 2,349 0,004 2,410 0,004 1,332 - 4,361

IC95 — Intervalo de confianga de 95%; OR — Odds ratio; resultados em negrito com significancia
estatistica.

Em relacdo a presenca do alelo HLA-B*51 e suas associacdes com
manifestacdes clinicas da DB, a analise univariada mostrou que a presenca do
alelo foi fator de protecdo para o desenvolvimento do quadro neuroldgico da
DB (OR: 0,210; 1C95%: 0,444-0,990; p = 0,048). Porém, essa associa¢do nao
foi independente na analise multivariada. De fato, a naturalidade na regido
Sudeste e o0 envolvimento ocular, se mostraram protetores, de forma
independente, para o quadro neuroldgico da DB, mas ndo o HLA-B*51 (Tabela
10).
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Tabela 10 — Anélise multivariada para avaliar o risco de se desenvolver

manifestacdes neuroldgicas entre os pacientes com doenca de Behcget.

Variaveis OR IC95 p
Género feminino 2,200 0,310 - 15.606 0,430
Cor Branca 0,418 0,066 — 2,642 0,354
Procedéncia - Sudeste 0,055 0,008 - 0,394 0,004
Ulceras genitais 0,536 0,044 - 6,546 0,625
Envolvimento Cutaneo 3,496 0,514 — 23,804 0,201
Envolvimento Articular 1,181 0,265 — 5,273 0,827
Envolvimento Ocular 0,053 0,009 - 0,313 0,001
Envolvimento Vascular 1,055 0,147 — 7,561 0,958
HLA-B*51 0,119 0,014 - 1,036 0,054

IC95 — Intervalo de confianga de 95%; OR — Odds ratio; resultados em negrito com significancia
estatistica.

6.5.2- Andlises de regressao logistica uni e multivariadas com HLA-
B*51:01.

Na analise univariada, utilizando os dados demograficos e a presenca do
alelo HLA-B*51:01 como variaveis independentes e a DB como variavel
dependente, a presenca do alelo HLA-B*51:01 ndo se mostrou fator de risco
para o desenvolvimento (OR: 1,615; 1C95: 0,824 - 3,167; p = 0,163).

Em relacdo a presenca do alelo HLA-B*51:01 e suas associacdes com
manifestacdes clinicas da DB, a andlise univariada demonstrou que a presenca
desse subtipo do HLA-B*51 foi fator de risco para o desenvolvimento do quadro
ocular da DB (OR: 9,220; 1C95: 1,145-74,249; p = 0,037). Porém, essa
associacdo ndo confirmada na andlise multivariada (Tabela 11). De fato, o
envolvimento neurolégico se mostrou protetor de forma independente para o
quadro ocular da DB, mas néo o alelo HLA-B*51:01.

As andlises uni e multivariada considerando as manifestacfes
neurolégicas e vasculares, e sua possivel associacdo com o HLA-B*51:01, ndo
puderam ser realizadas, pois nenhum paciente com o envolvimento de tais

sistemas apresentou esse subtipo do HLA-B*51.
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Tabela 11 - Andlise multivariada para o

manifestacdes oculares entre os pacientes com doenca de Behget.

risco de desenvolver

Variaveis OR IC95 p
Género feminino 0,859 0,249 - 2,971 0,811
Cor Branca 0,829 0,215 - 3,200 0,786
Procedéncia — Sudeste 0,212 0,041 - 1,094 0,064
Ulceras genitais 0,160 0,023 - 1,091 0,061
Envolvimento Cutaneo 2,248 0,590 - 8,568 0,235
Envolvimento Articular 0,296 0,372 - 4,517 0,685
Envolvimento Neurolégico 0,068 0,012 - 0,392 0,003
Envolvimento Vascular 2,192 0,452 - 10.640 0,330
HLA-B*51-01 6,231 0,673 - 57,649 0,107

IC95 — Intervalo de confianga de 95%; OR — Odds ratio; resultados em negrito com significancia

estatistica.

6.5.3- Andlises de regressdo logistica uni e multivariadas com HLA-

B*51:08.

Né&o foi possivel avaliar associa¢des entre a presenca de HLA-B*51:08 e

DB, uma vez que nao foi encontrado esse subtipo do HLA-B*51 em individuos

do grupo controle. Entre pacientes com DB, a analise univariada demonstrou

que o HLA-B*51-08 é fator de risco para o desenvolvimento de manifestacfes
vasculares da DB (OR: 8,250; 1C95: 1,244-54,717; p = 0,029) e essa

associacao foi confirmada na andlise multivariada, sendo o HLA-B*51:08 um

fator de risco independente para manifestacdes vasculares em pacientes com

DB (Tabela 12).
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Tabela 12 - Andlise multivariada para o

manifestacdes vasculares entre os pacientes com doenca de Behcet.

risco de desenvolver

Variaveis OR IC95 p
Género feminino 0,759 0,159 — 3,627 0,730
Cor Branca 2,539 0,365 - 17,660 0,346
Procedéncia — Sudeste 3,555 0,602 — 20,991 0,162
Ulceras genitais 0,413 0,067 — 2,525 0,338
Envolvimento Cutaneo 1,293 0,251 - 6,6671 0,338
Envolvimento Articular 0,747 0,157 — 3,558 0,714
Envolvimento Ocular 2,339 0,377 — 14,524 0,362
Envolvimento Neuroldgico 1,956 0,230 - 16,606 0,539
HLA-B*51-08 14,843 1,550 - 142,115 0,019

IC95 — Intervalo de confianga de 95%; OR — Odds ratio; resultados em negrito com significancia

estatistica.
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7. DISCUSSAO




7- DISCUSSAO

Este foi o primeiro estudo que avaliou a prevaléncia do HLA-B*51 e seus
alelos em pacientes brasileiros com DB. O HLA-B*51 foi significativamente
mais frequente em pacientes com DB em comparacédo a controles (30,1% vs.
15,5%) e o HLA-B*51 foi fator de risco independente para o desenvolvimento
da DB, o que nao foi demonstrado para o subtipo HLA-B*51:01. Entre
pacientes com DB, o HLA-B*51 foi menos frequente entre individuos com
neuroBehcget, o subtipo HLA-B*51:01 foi mais encontrado em pacientes com
manifestacbes oftalmologicas e o HLA-B*51:08 foi mais frequente naqueles
pacientes com manifestacdes vasculares da DB. Entretanto, na analise
multivariada, apenas o HLA-B*51:08 esteve associado de forma independente
as manifestacdes vasculares da doenca.

Esse estudo é relevante para nosso meio, pois a DB € a vasculite
sistémica mais frequente na regido Sudeste do Brasil, segundo dados de
estudo epidemioldgico realizado em 6 centros especializados em vasculites
sistémicas, no qual incluiu 1.233 pacientes com vasculites sistémicas. A DB foi
diagnosticada em 35% dos pacientes (66).

Dados sobre a prevaléncia do gene HLA-B*51 s&o conhecidos em
diversas regifes ao redor do mundo. Uma revisdo da literatura realizada em
2011 (81), mostrou que a frequéncia de HLA-B*51 em pacientes de paises
como Espanha e Alemanha (6,125), é similar a frequéncia do HLA-B*51
observada em nosso estudo. Contudo, em paises como Turquia, Israel, Japéo,
Italia, Coréia, Egito e Ardbia Saudita (19,20,38,63,126—-128), a prevaléncia de
HLA-B*51 é muito superior a observada em nosso estudo, variando de 50 a
70% em pacientes com DB, chegando a alcancar até 80% entre pacientes com
DB em Israel (127). Na Europa, em paises como Gra-Bretanha Suiga e Suécia,
além dos Estados Unidos, a frequéncia de HLA-B*51 é menor em pacientes
com DB em relagdo a descrita em nosso estudo, variando de 13 a 18% (129—
133).

O risco para desenvolvimento de DB em nossa populacdo de pacientes
e controles da cidade de S&o Paulo foi de 2,3 vezes maior em portadores do
HLA-B*51, na analise univariada e esse risco se manteve em 2,4 vezes na

analise multivariada, considerando género, cor da pele e regido geografica de
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regido de naturalidade no Brasil. Em outros paises como Arabia Saudita,
Palestina, Jordania, Grécia, Israel e Italia, a razdo de chances de se
desenvolver DB em portador de HLA-B*51 foi bem superior ao da nossa
populacdo, variando de 10,9 a 18,2 vezes (86,91,92,134,135). A razdo de
chances descrita em nosso meio, para se desenvolver a DB, é semelhante a
observada entre os portadores de HLA-B*51 do Marrocos e de Portugal
(136,137), porém inferior ao risco de 5,78 vezes de se desenvolver a doenca
em andlise realizada com pool de 78 estudos que avaliaram os alelos HLA-
B*5/B*51 em meta-analise (81).

Pacientes com DB e controles ndo apresentaram diferencas quanto a
frequéncia de género feminino, cor da pele e regido de nascimento, porém a
mediana da idade foi propositalmente maior no grupo controle em relagédo ao
grupo de pacientes com DB, acima da idade esperada para o diagndéstico de
DB entre nossos pacientes, que é de 31,6 anos de idade (17). A inclusédo de
controles com idade superior em relacdo a dos pacientes com DB teve o
objetivo de se mitigar a possibilidade de o individuo do grupo controle vir a
desenvolver manifestagcdes de DB, ao encontrar-se em faixa etaria superior a
esperada para o diagnostico da doenca.

Entre os pacientes que apresentaram o HLA-B*51 em nosso estudo, o
principal subtipo encontrado foi o HLA-B*51:01. Em estudos realizados em
diferentes grupos étnicos, incluindo japoneses, turcos, iranianos, espanhais,
gregos, italianos e alemées (4,87,94,95,138,139) o HLA-B*51:01 também foi o
subtipo mais comum em pacientes com DB. Contudo, o HLA-B*51:01 também
foi o subtipo mais frequente do HLA-B*51 entre individuos do grupo controle,
de diferentes estudos. A frequéncia de HLA-B*51:01 foi maior em pacientes
com DB em relacéo a controles, em diferentes estudos realizados com grupo
étnicos diversos, incluindo japoneses (58,3% vs. 13,6%) (94), turcos (87,0% vs.
81,0%) (87), iranianos (56,9% vs. 29,5%) (138), espanhdis (31,5% vs. 13,0%)
(139) e gregos (80,0% vs. 26,0) (4). Em outros estudos, a frequéncia de HLA-
B*51:01 foi menor no grupo de pacientes com DB, em comparacado ao grupo
controle, como por exemplo entre italianos (73,3% vs. 100,0%) (95) e alemaes
(88,0% vs. 93,0%), respectivamente (87). Porém, esses estudos contavam com

amostra pequena de pacientes.
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Por outro lado, observamos em nosso estudo, resultados diversos foram
observados quanto ao HLA-B*51:08, outro importante subtipo do HLA-B*51
associado a DB, em comparacdo aos achados do HLA-B*51:01. O HLA-
B*51:08 foi detectado apenas entre pacientes com DB, mas ndo em individuos
do grupo controle. Esses achados sdo corroborado pela literatura, pois em
todos os estudos que genotiparam os subtipos do HLA-B*51, o HLA-B*51:08
esteve mais fortemente associado a DB em comparagdo ao HLA-B*51:01,
sendo o primeiro observado em frequéncia muito baixa entre individuos do
grupo controle, enquanto o HLA-B*51:01 é encontrado em frequéncia

relativamente alta entre controles saudaveis (95,139).

A maior parte dos pacientes com DB incluidos nesse estudo preencheu
os critérios de diagndstico do ISG de 1990; porém, um subgrupo de pacientes
com DB cumpriu apenas os critérios diagndstico mais recentes do ICBD, que
apresentam maior sensibilidade, porém menor especificidade em relacao aos
critérios do ISG de 1990 (57). Apesar da menor especificidade dos critérios
diagnésticos do ICBD para a DB, a frequéncia do HLA-B*51 nao foi diferente
entre pacientes com DB que cumpriam os critérios de diagnostico do ISG em
comparacao aqueles que cumpriam apenas os critérios de diagnéstico do ICBD
(58).

Apesar da maioria dos individuos com DB apresentarem manifestacoes
clinicas mucocutaneas, observamos frequéncia bastante elevada de pacientes
com envolvimento ocular, o que fez com que a maioria dos pacientes fosse
enquadrada no grupo com manifestacbes graves da doenca, segundo o0s
critérios de Krause (123,124). Acreditamos que comparacfes entre pacientes
com e sem manifestacdes graves da DB, em relacdo a presenca de HLA-B*51
e seus subtipos, tenham sido dificultadas pelo baixo nimero de pacientes com
DB que apresentavam apenas manifestacbes de menor gravidade da doenca,
como mucocutaneas e articulares.

Em nosso estudo, entre os pacientes com DB, ndo houve diferencas
significantes em relacdo ao género, a cor da pele e a regido de naturalidade
qguanto a frequéncia de HLA-B*51 e de seus subtipos. Essa analise se faz
relevante, pois estudos prévios descreveram associacdo entre género
masculino, gravidade de doenca e HLA-B*51 (108,137). Acredita-se que essa
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associacdo entre género e HLA-B*51 seja esplria e ao acaso, pois a
localizacdo dos genes do HLA no braco curto do cromossomo 6 ndo permite
inferir herdabilidade ligada ao sexo (140) . Além disso, variaveis como a cor da
pele e a regido geogréfica de naturalidade do paciente ndo influenciaram a
frequéncia de HLA-B*51 entre nossos pacientes com DB e controles, isso
aparentemente torna nossa amostra menos heterogénea. No Brasil, a origem
étnica da populagdo é complexa, com a maior parte da populagdo caucasiana
de origem portuguesa, frequentemente miscigenada com negros e
eventualmente com indigenas (141). Portanto, a definicdo de etnia se torna
muito dificil em nosso meio, mas apesar dessa complexidade em potencial, ndo
houve diferencas geograficas de nascimento ou de cor da pele em relacdo a
presenca do HLA-B*51. A questao da origem étnica da popula¢cédo de estudo é
citada com bastante relevancia em estudos realizados em outros paises, que
tém grupos étnicos bem caracterizados, para avaliar frequéncia do HLA-B*51
em pacientes com DB (78,142).

Muitos estudos avaliaram associa¢des entre a presenca do HLA-B*51 e
seus subtipos com manifestacdes clinicas especificas da DB (108). Portanto,
tentamos analisar tais associacdes com manifestacdes clinicas da DB para o
HLA-B*51 e seus subtipos mais relevantes: HLA-B*51:01 e HLA-B*51:08.
Observamos uma tendéncia a maior frequéncia de manifestacées genitais e
oculares em pacientes com HLA-B*51, e frequéncia significativamente menor
de manifestacBes neurolégicas nos portadores desse gene. Porém, essas
associacfes ndo foram confirmadas em andlise multivariada. A presenca de
HLA-B*51 ja foi associada a diversos fen6tipos da DB, destacando-se o quadro
ocular, genital e cutaneo e até mesmo neuroldgico, mas essas associacdes sao
fracas e muitos desses achados nao sédo confirmados por outros estudos (108),
mas essas associacbes sdo fracas e muito desses achados ndo séo
confirmados por outros estudos. Em meta-analise que avaliou 72 estudos, o
risco relativo e o IC95 para desenvolver manifestacdes clinicas especificas na
presenca do HLA-B*51 foi de 1,13 (1,06-1,21) para envolvimento ocular, 1,07
(1,01-1,14) para ulceras genitais, 1,10 (1,03-1,16) para envolvimento cutaneo e
0,70 (0,52-0,94) para o quadro gastrointestinal da DB. As outras manifestacdes
da DB n&o demonstraram associagéo significante com o HLA-B*51 (108).
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A associacdo inversa entre HLA-B*51 e manifestacfes neurolégicas da DB,
observada nesse estudo, nunca fora descrita antes. Mas em nosso estudo, ela
ndo se manteve associada de forma independente na andlise multivariada.
Além disso, houve impacto da naturalidade na regido Nordeste/Sudeste na
frequéncia de manifestacdes neurologicas e de envolvimento ocular, as quais
anularam a influéncia do alelo HLA-B*51 sobre tais manifestacoes.

Poucos estudos avaliaram associagdes entre os subtipos HLA-B*51:01 e
HLA-B*51:08 com manifestacdes clinicas da DB. Na analise de pacientes com
DB portadores de HLA-B*51:01, observamos que este se associou a maior
frequéncia de envolvimento ocular, porém esta associacdo ndo ocorreu de
forma independente, na analise multivariada. No entanto, nenhum paciente
com manifestagcBes neuroldgicas da DB apresentou HLA-B*51:01, o que
aparentemente indica que este alelo é fator de protecdo para o
desenvolvimento do quadro neurolégico em pacientes com DB. Quando
realizada a analise multivariada, os quadros ocular e neuroldgico apresentaram
associacao inversa entre si e independente, sem influéncia da presenca do
subtipo HLA-B*51:01.

Alguns estudos, realizados em grupos populacionais especificos,
identificaram maior frequéncia do subtipo HLA-B*51:01 na DB em turcos (143),
japonés (126), jordanianos e iranianos (96) , espanhdis (143) e gregos (4).
Porém, poucos avaliaram associacfes entre a presenca desse subtipo com
manifestacdes clinicas especificas da doenca. Destaca-se estudo realizado na
Grécia (4), o qual identificou uma predisposicdo para o desenvolvimento de
eritema nodoso em pacientes com DB, além do surgimento da doenca em
pacientes mais jovens e do sexo masculino, na presenga de HLA-B*51:01.

Quando estudada a influéncia do HLA-B*51:08 em relacdo as
manifesta¢des clinicas da DB, observamos frequéncia significativamente maior
deste subtipo do HLA-B*51 em pacientes com manifestacdes vasculares da
doenca e em analise multivariada, esta associacdo foi mantida de forma
independente. Essa € a primeira evidéncia de associacédo entre HLA-B*51:08 e
alguma manifestagéo clinica da DB na literatura. Até o0 momento, esse subtipo

foi associado a presenca da DB entre os italianos (95), gregos (89), turcos e
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alemaes (87). Porém, ndo foram observadas associacdes entre este subtipo do
HLA-B*51 e manifestacdes clinicas especificas da DB nesses estudos.

As principais limitagfes desse estudo incluem seu carater monocéntrico
e numero de participante relativamente pequeno para estudo que avalia HLA.
Habitualmente, estudos que avaliam associacdes entre genes e doencas
necessitam incluir grande nimero de pacientes com a condicdo em avaliacao.
Apesar de termos realizado célculo do numero de pacientes e controles
saudaveis a serem avaliados, a populacdo de pacientes com DB adveio de
uma amostra finita de casos, 0 que pode ter levado a néo inclusdo de
amostragem significativa de pacientes com DB residentes na cidade ou no
estado de Sao Paulo. Além disso, a ndo avaliacdo sisteméatica de outros alelos
do I6cus B e de outros loci do HLA classe |, € possivel causa de perda de
associacfes entre outras variantes genéticas do HLA e desenvolvimento de DB
ou de suas manifestacdes clinicas, o que nos leva ao ensejo de se planejar
estudos futuros com maior nimero de participantes e com analise mais ampla

do perfil genético de pacientes brasileiros com DB.
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8. CONCLUSOES




8- CONCLUSOES

Conclui-se com este estudo que a frequéncia do gene HLA-B*51 é maior
em pacientes com DB, comparado a individuos saudaveis, sendo que a sua
presenca foi associada a um maior risco independente para o desenvolvimento
da doenca.

Além disso, identificou-se que o subtipo HLA-B*51:01 foi o mais
frequente tanto no grupo de pacientes como no grupo controle e que, a
presenca dele, ndo foi fator de risco para o desenvolvimento da DB. Nenhuma
associacao foi encontrada entre o HLA-B*51:01 e as manifestacdes clinicas da
DB.

Em contrapartida, o subtipo HLA-B*51:08 foi encontrado somente no
grupo de pacientes, ndo sendo possivel definir associacdo entre a presenca
desse subtipo e a DB, uma vez que nao foi encontrado o HLA-B*51:08 entre
individuos do grupo controle. A presenca do HLA-B*51:08 foi fator preditor para
manifestacdes vasculares na DB.

N&o foi encontrado o alelo HLA-B*51:07 entre pacientes e controles na

casuistica deste estudo.
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Anexo 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto: Avaliacdo da prevaléncia de HLA-B51 e seus principais alelos em
paciente brasileiros com doenca de Behcet

Nome do(a) paciente:

RG-HSP:

Essas informacdes estdo sendo fornecidas para sua participacao
voluntaria neste estudo que visa pesquisar o gene do HLA-B51 e alguns de
seus subtipos em pacientes com doenca de Behget e em controles. Depois
verificaremos se ha associacdo entre sintomas da doenca de Behcet a

presenca de algum desses genes.

A doenca de Behcget é uma vasculite que leva a inflamacdo de vasos
sanguineos de diferentes tamanhos e se manifesta por aftas, Ulceras em
genitais, manchas na pele, inflamagdo no olho e no sistema nervoso em
diferentes combinacdes. O HLA-B51 é um gene encontrado em pacientes com
doenca de Behcet em diversos paises, principalmente na Turquia, em paises
do Oriente Médio e no Japao. A presenca desse gene leva a um maior risco de
se ter a doenca de Behcet. Entretanto, nem todos os individuos portadores do
gene HLA-B51 desenvolvem a doenca de Behget, pois esse gene tem diversos
subtipos. Entre eles, o HLA-B510101 e o HLA-B5108 levam a um risco maior
de se desenvolver a doenca de Behget enquanto o HLA-B5107 tem efeito
protetor. No Brasil, o HLA-B51 é encontrado em pessoas saudaveis na
populacdo, mas ainda ndo se sabe se esse gene ou seus subtipos também sao
encontrados em pacientes brasileiros com doenca de Behget ou se eles

aumentam o risco de se desenvolver a doenca.

Neste estudo, os pacientes serdo entrevistados, examinados e serao
colhidos 5 ml de sangue em veia de antebraco para a pesquisa genética.
Podera haver algum desconforto transitério no local de coleta do sangue. Os

pesquisadores se comprometem a utilizar os dados e o material coletado
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somente para esta pesquisa. O presente estudo ndo ira interferir no
acompanhamento e nas medicacdes prescritas e obtidas no Ambulatério de
Vasculites. Assim, trata-se de um trabalho cientifico de coleta de dados e
andlise dos mesmos em que ndo serdo testadas ou experimentadas provas
diagnésticas ou terapéuticas que ndo estejam consagradas pela literatura
cientifica mundial.

As informagbes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros
pacientes, ndo sendo divulgada a identificacdo de nenhum paciente. Os
pacientes terdo o direito de serem atualizados quanto a resultados que forem
do conhecimento dos pesquisadores. Nao havera despesas pessoais para o
participante em qualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas.
Também n&o havera compensacéo financeira relacionada a sua participagéo.
Se existir qualquer despesa adicional, ela serd absorvida pelo orcamento da
pesquisa.

O(a) Sr(a) podera tirar quaisquer duvidas sobre o estudo e os exames
gue serao utilizados, entrando em contato com: Dr Alexandre Wagner Silva de
Souza na Disciplina de Reumatologia da UNIFESP- Rua Pedro de Toledo, 650
3° andar CEP: 04023-900 - Tel.: (11) 5576-4239. Podem decidir participar ou
nao sabendo que isso ndo interfere no seu tratamento, assim como podem sair
do estudo caso seja esse seu desejo. Se 0 participante tiver alguma
consideracdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entrar em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Botucatu, 572 — 1° andar — CJ 14,
5571-1062, FAX: 5539-7162 — E-mail: cepunifesp@epm.br. Esse termo foi

elaborado em duas vias devidamente assinadas, sendo que uma ficara com o

Sr (a). e a outra conosco.

Acredito ter sido adequadamente informado(a) sobre o estudo
“Avaliacdo da prevaléncia de HLA-B51 e seus principais alelos em paciente
brasileiros com doenga de Behget”. Eu discuti com o Dr. Alexandre Wagner
Silva de Souza sobre a minha decisdo em participar neste estudo. Ficaram
claros para mim quais sao os propoésitos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que a minha participacéo &
isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar
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guando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e
poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o
mesmo, sem penalidades, prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu

possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servico.

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o consentimento
livre e esclarecido deste paciente ou representante legal para participacao

neste estudo.

----------------------------------- Data [

----------------------------- Data__ [/ |/
Assinatura do responsavel pelo estudo
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Anexo 2

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
GRUPO CONTROLE

Projeto: Avaliacdo da prevaléncia de HLA-B51 e seus principais alelos em
paciente brasileiros com doenca de Behcet

Nome do(a) paciente:

RG-HSP:

Esta pesquisa tem por objetivo avaliar se pacientes com doenca de
Behcet e individuos saudaveis da populacdo brasileira apresentam um gene
conhecido como HLA-B51 e alguns de seus subtipos. A doenca de Behcet é
uma doenca que leva a inflamacdo de vasos sanguineos de diferentes
tamanhos e se manifesta por aftas, Ulceras em genitais, manchas na pele,
inflamacé&o no olho e no sistema nervoso em diferentes combinacfes. O HLA-
B51 é um gene encontrado em pacientes com doenca de Behcet em diversos
paises, principalmente na Turquia, em paises do Oriente Médio e no Japédo. A
presenca desse gene leva a um maior risco de se ter a doenca de Behget.
Entretanto, nem todos os individuos portadores do gene HLA-B51 desenvolvem
a doenca de Behcet, pois esse gene tem diversos subtipos. Entre eles, o HLA-
B510101 e o HLA-B5108 levam a um risco maior de se desenvolver a doenca
de Behget enquanto o HLA-B5107 tem efeito protetor. No Brasil, o0 HLA-B51
também é encontrado em pessoas saudaveis na populacdo, mas ainda néo se
sabe se esse gene ou seus subtipos também sao encontrados em pacientes
brasileiros com doenca de Behget ou se eles aumentam o risco de se

desenvolver a doenca.

N6s l|he convidamos a participar dessa pesquisa como individuo
saudavel integrante do grupo controle, se vocé aceitar participar, serao
coletados 5ml de sangue durante sua coleta inicial para a doagédo sanguinea.

Esse material sera destinado a analise genética para o estudo que visa
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pesquisar o gene do HLA-B51 e alguns de seus subtipos em pacientes com

doenca de Behget e individuos saudaveis.

Os pesquisadores se comprometem a utilizar os dados e o material
coletado somente para esta pesquisa. Assim, trata-se de um trabalho cientifico
de coleta de dados e andlise dos mesmos em que ndo serdo testadas ou
experimentadas provas diagnosticas ou terapéuticas que ndo estejam
consagradas pela literatura cientifica mundial.

As informacfes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros
pacientes, ndo sendo divulgada a identificacdo de nenhum paciente. Os
pacientes terdo o direito de serem atualizados quanto a resultados que forem
do conhecimento dos pesquisadores. Nao havera despesas pessoais para o
participante em qualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas.
Também n&o haverad compensacéo financeira relacionada a sua participagéao.
Se existir qualquer despesa adicional, ela serd absorvida pelo orcamento da
pesquisa.

O(a) Sr(a) podera tirar quaisquer davidas sobre o estudo e os exames
gue serao utilizados, entrando em contato com: Dr Alexandre Wagner Silva de
Souza na Disciplina de Reumatologia da UNIFESP- Rua Pedro de Toledo, 650
3° andar CEP: 04023-900 - Tel.: (11) 5576-4239. Podem decidir participar ou
nao sabendo que isso nao interfere no seu tratamento, assim como podem sair
do estudo caso seja esse seu desejo. Se 0 participante tiver alguma
consideracdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entrar em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Botucatu, 572 — 1° andar — CJ 14,
5571-1062, FAX: 5539-7162 — E-mail: cepunifesp@epm.br. Esse termo foi

elaborado em duas vias devidamente assinadas, sendo que uma ficara com o

Sr (a). e a outra conosco.

Acredito ter sido adequadamente informado(a) sobre o estudo
“Avaliacdo da prevaléncia de HLA-B51 e seus principais alelos em paciente
brasileiros com doenca de Behcget”. Ficaram claros para mim quais s&o os
propésitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos
e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes.

7z

Ficou claro também que a minha participacdo € isenta de despesas e que
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tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo
voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar 0 meu
consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem
penalidades, prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter

adquirido, ou no meu atendimento neste Servico.

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria 0 consentimento
livre e esclarecido deste paciente ou representante legal para participacdo
neste estudo.

.............. Data [

----------------------------- Data I
Assinatura do responséavel pelo estudo
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Anexo 3
FICHA DE AVALIA(;AO - PACIENTES

Projeto: Avaliac&o da frequéncia de HLA-B51 e seus principais alelos em
paciente brasileiros com doenca de Behcet

IDENTIFICACAO

Nome:

RH-HSP: N° no estudo:
Data do diagnostico: Data da avaliagéo:
Sexo: Idade ao estudo:

Cor da pele:

MANIFESTACOES
Ulceras orais recorrentes ( )
Ulceras genitais ( )

Envolvimento cutaneo ( )

Lesdes eritema nodoso-like ( ) Lesbes acneiformes ( )
Envolvimento articular ( )
Artralgias ( ) Artrite ()

Envolvimento ocular ( )

Panuveite ( ) Uveite anterior com hipépio ( )
Uveite posterior ( ) Vasculite retiniana ()

Envolvimento neurolégico ( )

Parenquimatoso () Descrigéo:

N&o parenquimatoso ( ) Descricéo:

Envolvimento neurolégico recorrente () Numero de recidivas:

Envolvimento vascular ( )

Tromboflebite superficial ( )

Trombose venosa ( ) Sitio:

Aneurismas () Sitios:

Envolvimento do TGI ( )

Descricao:

Outras manifestacoes:
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TRATAMENTO
Colchicina ( ) Colchicina + penicilina ( )
Talidomida ( ) Dapsona ( )

Imunossupressores ()

Descricao:

Imunobioldgicos ()

Descricao:
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