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RESUMO

Chagury AA. Estudo da associacdo entre antigenos de histocompatibilidade
leucocitaria e penfigoide bolhoso em pacientes brasileiros [tese]. Séo Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2016.

INTRODUCAO: O penfigoide bolhoso é uma doenga autoimune, vesicobolhosa com
incidéncia de 0,2 a 1,4 por 100.000 hab. Sua fisiopatologia caracteriza-se pela agédo de
autoanticorpos na juncdo dermoepidérmica dos hemidesmossomos, promovendo a
formacdo de bolhas subepidérmicas na pele e mucosas. Estudos vém sendo publicados
demonstrando a associacdo de penfigoide com alelos do sistema HLA classe Il em
diferentes popula¢es do mundo, entretanto ndo ha dados sobre a populagéo brasileira,
uma das mais heterogéneas do mundo. PACIENTES E METODOS: O grupo de
estudo incluiu 17 pacientes brasileiros com diagnéstico confirmado de PB de um
hospital na cidade de S&o Paulo, sudeste do Brasil. O DNA foi extraido a partir de
sangue periférico utilizando kits Qiagen (QlAamp DNA Mini Kit®) e a tipagem HLA
loci A, B, C, DR e DQ foi realizada por meio de PCR e a amplificacdo utilizando o
oligonucledtido de sequéncia especifica (SSO) contido nos kits LABType®. O grupo
controle foi composto por um banco de dados de 297 doadores falecidos da cidade de
Sé&o Paulo. Este banco de dados € parte do Sistema de Transplantes da Secretaria de
Saude do Governo do Estado de Sdo Paulo. RESULTADOS: Os resultados mostram
que os alelos HLA C*17, DQB1*03:01, DQA1*01:03 e DQAL1*05:05 estdo
associados com o aparecimento da doenca na populagéo brasileira, com risco relativo
de 8,31 (2,46 a 28,16), 3,76 (1,81 a 7,79), 3,57 (1,53 a 8,33) e 4,02 (1,87 a 8,64),
respectivamente (p <0,005). O nivel de significancia estatistica foi ajustado utilizando
a correcdo de Bonferroni, dependendo das frequéncias fenotipicas avaliadas para HLA
de classe | (A, B e C) e classe Il (DRB1, DQB1 e DQA1). DISCUSSAQ: Os dados
indicam que pacientes brasileiros com PB apresentam a mesma predisposicao genética
ligada a0 HLA-DQB1*03:01 relatado anteriormente em caucasianos e individuos
iranianos e o estudo apresenta trés novos alelos (C *17, DQA1*01:03 e DQA1* 05:05)
envolvidos na fisiopatologia da PB. CONCLUSOES: Os resultados mostram que 0s
alelos HLA C*17, DQB1*03:01, DQA1*01:03 e DQA1*05:05 estdo associados com
0 aparecimento da doenca na populacédo brasileira.

Descritores: penfigoide bolhoso; reacdo em cadeia da polimerase; antigenos de
histocompatibilidade classe I; antigenos de histocompatibilidade classe
I1; alelos; anticorpos



ABSTRACT

Chagury AA. Study of the association between human leukocyte antigens (HLA) and
bullous pemphigoid in Brazilian patients [Thesis]. Sdo Paulo: "Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo™; 2016.

BACKGROUND: Bullous pemphigoid (BP) is an autoimmune disease with bullous
vesicles and an incidence of 0.2 to 1.4 per 100,000 inhabitants. Its pathophysiology is
characterized by the action of autoantibodies on hemidesmosomes at the dermal-
epidermal junction, promoting subepidermal blister formation in the skin and mucous
membranes. Many studies have been published demonstrating the association of
pemphigoid with HLA class 11 system alleles in different populations, however there
are no data on the Brazilian population, one of the most heterogeneous in the world.
PATIENTS AND METHODS: The study group included 17 Brazilian patients with
a confirmed diagnosis of BP from a hospital in Sao Paulo city, southeast Brazil. DNA
was extracted from peripheral blood using Qiagen kits (Q1Aamp DNA Mini Kit®) and
HLA A, B, C, DR and DQ typing was performed using PCR and amplification using
Sequence-Specific Oligonucleotide (SSO) contained in LABType® kits. The control
group was composed of a database of 297 deceased donors from the city of Sdo Paulo.
This database is part of the Transplants State System of the Government’s Health
Secretary from the State of Sao Paulo. RESULTS: Our findings show that alleles HLA
C*17, DQB1*03:01, DQA1*01:03 and DQA1*05:05 are associated with the onset of
the disease in the Brazilian population, with relative risks of 8.31 (2.46 to 28.16), 3.76
(1.81 to 7.79), 3.57 (1.53 to 8.33), and 4.02 (1.87 to 8.64), respectively (p <0.005).
The statistical significance level was adjusted using the Bonferroni correction
depending on the phenotypic frequencies evaluated for HLA class I (A, B and C) and
class Il (DRB1, DQB1 and DQAL). DISCUSSION: Our data indicate that Brazilian
patients with BP present the same genetic predisposition linked to HLA-DQB1*03:01
previously reported in Caucasian and Iranian individuals and our study introduces
three new alleles (C*17, DQA1*01:03 and DQA1*05:05) involved in the
pathophysiology of BP. CONCLUSIONS: Our findings show that alleles HLA C*17,
DQOB1*03:01, DQA1*01:03 and DQA1*05:05 are associated with the onset of the
disease in the Brazilian population.

Descriptors: pemphigoid, bullous; polymerase chain reaction; histocompatibility
antigens class I; histocompatibility antigens class 11; alleles; antibodies.
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1 INTRODUCAO

O penfigoide bolhoso (PB) é uma doenca autoimune caracterizada por
vesiculas subepidérmicas que ocorrem, mormente em idosos, entre 60 e 70 anos!* 21,
O proprio nome “penfigoide bolhoso” ¢ um pleonasmo, pois € derivado do grego
(pemphix = bolha e eidos = forma). Entretanto, o adjetivo “bolhoso” permite distingui-
lo de outras doencas que também pertencem ao grupo dos pemphigoids, tais como

penfigoide gestacional e penfigoide de membranas mucosas®l.

A incidéncia anual do PB é calculada entre 0,2 e 1,4 por 100.000 pessoas-
ano*7, com estimativa de aumentar esse valor conforme o envelhecimento da
populacdo. Um estudo francés recente evidenciou o triplo desse valor ao longo de 15
anos, e mostrou uma incidéncia de 2,1 por 100.000 pessoas-anol®, justificavel por

causa do aumento da expectativa de vida.

A fisiopatologia do PB caracteriza-se pela acdo de autoanticorpos na jungéo
dermoepidérmica contra antigenos especificos nos hemidesmossomos!®! e causa, deste

modo, a separagdo da epiderme da derme.

Para entender a fisiopatologia do PB, é necessario compreender a estrutura de
um hemidesmossomo!*, Ele é composto por diversas moléculas, como a BP230,
BP180 ou colageno (COL) XVII, integrina a6 e P4, plectina e proteina tetraspanina
CD1511%, O complexo hemidesmossomal interage com as queratinas 5/14 dentro do
citoplasma e coma laminina 332, o colageno 1V e colageno VII, na matriz extracelular

(Figura 1),
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Keratin 5/14\ }//\\\ I// IntracytOplasm
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A L.
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ECM

Figura 1. Estrutura molecular de um hemidesmossomo (Fonte: Nishie, 20141),

A resposta imunolodgica do PB, dessa forma, é caracterizada pela presenca dos
autoanticorpos circulantes 1gG e C3 contra os componentes estruturais da zona da
membrana basal (ZMB)!2 131 Esses autoanticorpos tém dois alvos principais, o
antigeno 1 (BPAGL1, também conhecido por BP230) e antigeno 2 (BPAG2, BP180 ou

colageno tipo XV11)3-151,

Os linfocitos T e B, além disso, possuem funcdo importante na inducdo e
regulacdo das respostas celular e humoral, envolvidas na génese do PBI® 7l Qs
linfocitos T expressam marcadores de memoria na superficie de células T CD4+ e

exibem um perfil misto de citocinas Thl e Th2[6l,

As citocinas Thl (como IFN-y) sdo capazes de induzir a secregédo de 1gG1l e

1gG2, ao passo que as citocinas Th2 (tais como IL-4, IL-5, e IL-13) mantém o papel
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de regular a secrecdo de IgE e 1gG4 circulantes. Portanto, a detecgdo de anticorpos
anti-BP180 e anti-BP230 dos isétopos 1gG1, 1gG4 e IgE em pacientes com PB sugere
que ambas as células Thl e Th2 estdo envolvidas na regulacdo da resposta aos

antigenos alvo do PBI8 191,

Um dos métodos mais utilizados para identificar os possiveis genes
participantes dessa susceptibilidade, tém sido por meio de estudos do tipo caso-

controle, utilizando-se bases populacionais entre diversos paises.

Esses estudos envolvem o sistema antigeno leucocitario humano (HLA — do
inglés, Human Leukocyte Antigen), que consiste de um conjunto de genes responsavel
pela codificagdo das moléculas de histocompatibilidade (MHC - do inglés, Major

Histocompatibility Complex).

As funcgdes principais das moléculas de HLA estdo na apresentacdo aos
linfocitos T, e podem ser dos pequenos peptideos, derivados das proteinas do proprio

organismo ou de patdgenos!?Y,

Paralelamente, diversos estudos estdo sendo publicados anualmente e mostram
a associacao de PB com alelos do sistema HLA classe 11, em diferentes populagcdes do
mundo. Porém, esses alelos identificados ndo sdo necessariamente 0S mesmos nas
diferentes populacBes investigadas e sdo encontrados, por exemplo, alelos como
fatores de protecdo ou que predispdem ao surgimento da doenca, e justificam, portanto,
a sua identificacdo em diferentes populacdes. Em alguns estudos da Europa e Asia, por
exemplo, em relacdo as moléculas da classe | loci A, B e C, ndo foram encontradas
diferencas significativas entre o grupo de PB e o grupo controle?>, porém, nas de

classe Il - DR e DQ foram encontrados resultados expressivos.
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Na populagdo brasileira ainda ndo tinha sido feita nenhuma pesquisa que
envolvesse a associacdo entre os alelos de pacientes com PB e a populacdo sem
manifestacdo da doenca. O presente estudo é, portanto, inédito na literatura mundial

sobre os alelos nessa populagéo.
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2 OBJETIVO

O objetivo do presente estudo ¢ avaliar a associacdo dos alelos do sistema HLA
(loci A, B, C, DR e DQ) de pacientes brasileiros portadores de penfigoide bolhoso,
mediante a comparacdo da prevaléncia desses alelos com a de um grupo de doadores

de érgdos (controles).
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Desmossomo e hemidesmossomo

Os desmossomos foram descritos inicialmente, em 1872, por um patologista
italiano, Bizzozero?*l. Todavia, o termo “desmossoma” foi cunhado, a principio, pelo
anatomista austriaco Josef Schaffer®®l que combinou as palavras gregas desmos
(ligagdo) e soma (corpo). Porém, a primeira analise detalhada da ultraestrutura dos

desmossomos foi publicada por Odland??®!, em 1958.

Os desmossomos sdo juncdes discoides com diametro de 0,2-0,5um,
compostos por duas placas eletrodensas, separadas por um espaco de 24nm a 30nm[2e],
Estdo intimamente associados a adesdo intercelular e patogénese de outras doencas

bolhosas, como o pénfigo vulgarf7l,

Os hemidesmossomos (HD) sdo estruturas mediadas por integrinas,
responsaveis pela aderéncia entre o epitélio e a membrana basal (Figura 2). Existem
dois tipos principais de HDs, o tipo | e o tipo 11, que podem ser diferenciados por meio
de seus componentes de proteina?®l. O primeiro tipo, encontrado em tecido
estratificado e pseudoestratificado, por exemplo, na epiderme e que consiste de cinco
componentes principais: as integrina a6 P4, plectina 1* (Pla), tetraspanina CD151,
BPAG1 e BPAG2l. O do tipo 11 é encontrado no epitélio simples, como no intestino,

cuja formagéo ocorre gragas a integrina a6p4 e plectinal®”l,
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Figura 2. Estrutura de um hemidesmossomo. (A) Imagem de microscopia eletrénica de pele que
contém um hemidesmossomo. AF: Fibrilas de ancoragem; LL: Lamina IUcida; LD: Lamina
densa; SDP: Placa sub-basal densa; OP: Placa externa; IP: Placa interna; IF: Filamentos
intermediarios. (B) Modelo esquematico de um hemidesmossomo e seus componentes.
(Fonte: Fontao et al., 1999 (1)

3.2 Penfigoide bolhoso

3.2.1 Epidemiologia

Os dados demograficos do PB variam conforme a regido do mundo. Na Europa
sdo relatadas incidéncias anuais de PB por milhdo de habitantes: 0,047 na Turquial®Z,

2,5 na Roménial*®! 4,47 na Polénial®*!, 10 na Italial®® e 42,8 no Reino Unidol®!,

Uma comparagdo importante esta na publicacdo de dois estudos franceses, com
caracteristicas demogréaficas semelhantes, que mostra o triplo de aumento na
incidéncia de PB no periodo de 15 anos; de 7,4 para 21,7®1por milh4o de habitantes

e sugere que, tanto o proprio envelhecimento da populagcdo como exposi¢des a outros
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fatores (como vacinas, virus, medicacdes, etc.), sejam responsaveis pelo aumento da

incidéncia de PB.

Na Asia, sdo relatadas incidéncias anuais de PB por milhdo de habitantes de:
2,6 no Kuwaitl®®, 7,6 em Singapura®™ e 23,6 em Israel®®, Na Africa, existe apenas
um estudo sobre esse dado e cita incidéncia de 3,84 por milhdo de habitantes®®]. Com
relacdo ao género, todos os estudos apontam uma predominéncia maior no género
feminino, com excecdo ao estudo de Zaara et al. (2011)B para individuos africanos.

No Brasil, ndo ha dados demogréaficos estimados sobre a incidéncia de PB.

3.2.2 Quadro clinico

O quadro clinico apresenta-se muito variavel. O PB acomete especialmente a
pele, e em aproximadamente 10-25% a mucosa oral*® 41, Geralmente a doenga tem
histdria cronica, inicia pela fase ndo bolhosa, manifesta-se com prurido intenso e pode
ser acompanhado por eczema, eritema e papulas (Figura 3). Pode persistir por varios
meses ou como Gnica manifestacdo da doenca, nos casos atipicos® 421, Uma vez
formadas, as bolhas podem ser largas e tensas, redondas ou ovaladas, localizadas ou
generalizadas, com contetdo sero-hematico. Frequentemente, podem romper-se e

causar erosdes (Figura 4), crostas e cicatrizes*?.
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Figura 3. Manifestacdo clinica do penfigoide bolhoso, com bolha tensa, crostas e placas eritematosas.
(Fonte: Mihalyi, 201214

ANN

Figura 4. Lesdo ulcerada em l&bio inferior e gengiva. (Fonte: Ambulatério de Estomatologia do
HC-FMUSP)

Os locais mais frequentes de aparecimento das bolhas sdo o térax, as
extremidades flexoras, as axilas e a regido inguinal, entretanto, podem manifestar-se

nos olhos (Figura 5), no nariz, na faringe, no eséfago e na area anogenitalt-4l,
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Figura 5. Simbléfaro em olho esquerdo. (Fonte: Ambulatério de Estomatologia do HC-FMUSP)

3.2.3 Diagndstico

O quadro clinico das lesdes vesicobolhosas e mucocutaneas podem ser
extremamente semelhantes, o que dificulta a realizacdo do diagndstico apenas pela
anamnese e pelo exame clinico. Dessa forma, para melhor elucidacdo da moléstia, séo
indicados os exames histopatoldgicos e imunoldgicos, realizados por meio de biopsia

perilesional™l,

O exame histopatoldgico pode ser tipico ou sugestivo no diagndstico
diferencial. De um modo geral, nas lesbes bolhosas, a biopsia deve incluir,
preferencialmente, a bolha toda ou ser perilesional. A caracteristica principal no exame
é a observacdo da formagéo de fendas ou bolhas subepiteliais (Figura 6), porém, nao

s30 achados exclusivos do PBI% 471,
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Figura 6. Exame anatomopatologico (Hematoxilina-Eosina 5x) com evidéncia de formagao de bolha
subepitelial. (Fonte: Departamento de Patologia do HC-FMUSP)

De forma complementar, na suspeita de lesdo bolhosa mucocutanea, é
realizado o exame de imunofluorescéncia direta (IFD) da lesdo, que evidencia depésito

linear de 1gG e/ou C3 na zona de membrana basal (Figura 7).
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Figura 7. Imagem de imunofluorescéncia direta de pele perilesional em paciente com penfigoide
bolhoso. Depdsito de C3 continuo, linear, na zona da membrana basal. (Fonte: Schmidt, dela
Torre, Borradori, 2011[421)

Algumas doencas bolhosas podem apresentar a IFD semelhante ao PB. Neste
caso, pode-se utilizar um tipo de imunofluorescéncia indireta (IFl), o salt-split test,
que é o “padrdo-ouro” no diagnostico de PB. E uma ferramenta diagnéstica mais
sensivel para a deteccdo do nivel (lado epidérmico ou dérmico) de anticorpos na zona

de membrana basal (ZMB), em dermatoses bolhosas subepiteliaist®: 4°1,

3.2.4 Fisiopatologia

3.2.4.1 Autoanticorpos
A caracteristica principal da fisiopatologia do PB consiste na presenca dos
autoanticorpos circulantes contra os componentes da ZMBI® %% pois os anticorpos

anti-hemidesmossomos, juntamente com o0s componentes do complemento séo
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depositados na membrana basal na jungdo dermoepidérmica da pele e/ou mucosa
lesionadal®. Testes com imunoprecipitagio mostram que esses autoanticorpos tém
como alvo principal dois componentes do HD, o BP230 (BPAGL1, também conhecido

por antigeno 1) e o BP180 (BPAG2, antigeno 2 ou colageno tipo XVI1)[3-13],

O BPAG1 possui peso molecular de 230kDa. E uma desmoplaquina encontrada
na porcao intracelular do hemidesmossomo e o seu gene esté localizado no brago curto
do cromossomo 62, O BPAG2 (Figura 8) corresponde a uma glicoproteina
transmembrana que se deposita na por¢do superior da lamina lacida, com peso
molecular de 180kDa. Contém quinze dominios que pertencem ao carboxi-terminal
que se estende até a lamina lucida, e um dominio nio-colagenoso, 0 NC16AR,
encontrado adjacente ao aspecto da transmembrana, presente em 90% dos pacientes

com PBI17:52.53]

Plasma
Membrane

Collagenous Region

extracellular

oTr

Amino Acid Number
1430
§ BV13
804 1430
i Bv4

Figura 8. Representacio esquematica do autoantigeno BPAG2. (Fonte: Budinger et al., 1998117)
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3.2.4.2 Fatores de inducéo
Além da predisposicdo genética, foram observados diversos fatores que

contribuem para o desenvolvimento do PB.

Algumas drogas podem agir como gatilhos em alguns pacientes com
suscetibilidade genética, modificando a resposta imune ou alterando as propriedades
da ZMBDP4, As drogas principais relacionadas com a doenca sdo: penicilaminal®,

captopril®®, penicilina e derivadost®™ e a furosemidal?l.

Outro fator importante na inducdo do PB foi associado a vacinacdo. Nos
ultimos anos, em torno de 20 casos foram relacionados na pds vacinagdo, mormente

pos vacina anti-influenzal®l,

Alem dos citados, também foram enumerados outros fatores indutores de PB,
tais como a radiagdo UVDPY as queimaduras térmicas(®® 5l os procedimentos
cirargicos®, a radioterapial®®, os transplantes(®! e as infecgdes virais, notadamente,

neste ultimo caso, pelo herpes virust®,

3.2.4.3 Participacdo genética no penfigoide

A producdo de anticorpos pelos linfécitos B requer a participacéo dos linfocitos
Th CD4+. Nos pacientes com PB, os autoantigenos da ZMB (BP180 e BP230) sdo
capturados pela célula apresentadora de antigenos, processados, ligados ao complexo
de histocompatibilidade principal (MHC) classe 1l e exibidos na superficie da célula.
O reconhecimento mediado pelo receptor destes epitopos € feito pelas células T, que
desencadeiam a liberagdo de varias citocinas e, consequentemente, estimulam as

células B para produzir anticorpost®sl,
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Os genes HLA sdo, provavelmente, o fator de predisposicdo genética mais
significativo, por causa de seu papel no processo de apresentacao de antigenos. Muitos
estudos mostram uma associacdo entre HLA-DQPB1*0301 e os subtipos de

penfigoidel®®],

Atualmente, é preciso compreender como se processa e onde ocorre a ativagdo

das células B autorreativas, para o inicio da producdo de autoanticorpos.

3.3 O complexo principal de histocompatibilidade (MHC) e o sistema antigeno

leucocitario humano (HLA)

O complexo principal de histocompatibilidade (MHC - do inglés, Major
Histocompatibility Complex) é o conjunto de genes responsavel por codificar as
moléculas de histocompatibilidade de uma determinada espécie. Na humana é
denominada de sistema HLA (Human Leukocyte Antigen)®l. No HLA, que esta
localizado no braco curto do cromossomo 6 com aproximadamente 224 genes, 51
desses genes estdo envolvidos na resposta imune. Apresentam-se organizados nas

regides de HLA classe I, 11 e Il (Figura 9).
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Figura 9. Visualizacdo esquematica do cromossomo 6 e as classes I, Il e Ill. (Fonte: adaptado de

Reveille, 2006%T)

As regides HLA de classe | e Il codificam proteinas expressas na superficie
celular com grande polimorfismo genético. Entretanto, a regido HLA de classe 111 ndo
codifica essas moléculas de histocompatibilidade do sistema imune; ndo séo, portanto,

analisadas nos estudos da relacdo entre HLA e PB.

Diversos estudos tém sido publicados anualmente, e mostram a associa¢édo de
PB com alelos do sistema HLA classe I, em diferentes popula¢bes do mundo.
Entretanto, com relacdo as moléculas classe I, e loci A, B e C ndo foram encontradas

diferencas significativas entre o grupo com PB e o grupo controlef: 691,

As moléculas de classe Il do sistema HLA sdo expressas em um grupo de
células do sistema imune, que incluem mondcitos/macréfagos, células dendriticas,
células epiteliais timicas, linfécitos B e linfocitos T ativados e atuam no processamento
e na apresentacao de proteinas extracelulares?’l. As moléculas sdo compostas por duas
cadeias polipeptidicas a e § associadas ndo covalentes, ambas codificadas por genes

do MHC.
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A designacao dos seus loci no cromossomo 6 consiste de trés letras: a primeira
(D), indica a classe; a segunda (M, O, P, Q ou R), a familia, e a terceira, (A ou B) a
cadeia (o ou B3, respectivamente). HLA-DQB, por exemplo, refere-se a genes classe 11
da familia Q, que codifica as cadeias B. Os genes individuais sdo diferenciados por
algarismos arabicos, e as variantes alélicas desses genes sdo representadas pelo nimero
precedido por um asterisco. Por exemplo, HLA-DQB1*0301 se refere a variante
alélica 0301 do gene 1, o qual codifica a cadeia 3 de uma molécula classe Il pertencente

a familia QU

3.4 Sistema HLA nas populagdes

O sistema HLA ¢ objeto de estudo para identificar os alelos envolvidos na
patogénese de diversas doencas, tais como estomatite aftoide recorrente, liquen plano,

pénfigo vulgar, penfigoides e seus subtipos’*731,

Um estudo de Delgado et al. (1996)["“ com pacientes caucasianos que
apresentavam diagnostico de PB, mostra associacdo estatisticamente significativa no
HLA-DQB1*03:01, e em relacdo ao controle. Foram avaliados 21 pacientes com
diagnostico de PB e 218 pacientes saudaveis. A frequéncia do alelo HLA-
DQB1*03:01 encontrada pelos autores foi de 35,7% dos casos em comparagdo com

16,05% do controle (p = 0,005)"4],

Em um outro estudo simultdneo com a populacgdo japonesa foram analisados 0s

genes HLA-DR e -DQ em 23 casos com PB, e 0s pesquisadores obtiveram um aumento
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significativo de HLA-DRB1*04 (*0403, *0406)/DQA1*0301/DQB1*0302 e
DRB1*1101/DQA1*0505/DQB1*0302 haplétipos, bem como os alelos individuais
DRB1*1101 e DQB1*0302 (corrigido p < 0,05 para cada comparagdo), quando

conferidos com os controlest™],

Por outro lado, pesquisa feita com a populagéo chinesa evidenciou um fator de
protecdo em pacientes com PB ligado aos loci DRB1*08 (DR8) e DRB1*08/DQB1*06
(DR8/DQ6) em relacdo ao grupo controle (4,08% vs. 15,19% e 1,54% vs. 13,82%,
respectivamente; p < 0,05), e mostrou ndo so a relacdo dos haploides de risco ligados

a doenca, bem como o fator de proteciol®l.

Em pesquisa iraniana recente, foram estudados 50 pacientes com PB e 180
controles, e foi observada uma frequéncia significativamente maior de HLA-
DQA1*05:01 (45% vs. 33%, p = 0,03), HLA-DQB1*03:01 (36% vs. 23,6%, p = 0,02)
e HLA-DQB1*04:01 (4% vs. 1,6%, p = 0,04) em pacientes com PB em comparagéo
com os controlest’™. O resultado foi similar ao estudo anterior de Delgado et al.

(1996)"4 com caucasianos.

3.4.1 HLA-DQB1*03:01 e as variantes do penfigoide

O penfigoide apresenta outras variantes clinicas como o penfigoide das
membranas mucosas (PMM), também denominado cicatricial (PC), o penfigoide
ocular (PO) e o penfigoide gestacional (PG); e pode manifestar-se sob duas formas

clinicas em um mesmo individuo.
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Em um estudo americano foi realizada a genotipagem em 21 pacientes com PO
(com ou sem comprometimento oral e cutaneo) que mostrou que 76% desses pacientes

carregavam o alelo DQB1*0301(p<0,005), com risco relativo (RR) de 6,481,

O HLA-DQB1*03:01 parece estar associado a todas as variagdes clinicas do
penfigoidel™. Em um estudo italiano, com um grupo 28 pacientes com 0 PMM com
manifestacdo oral, o0 RR associado ao DQB1*0301 foi de 28,7 (p = 0,001)®. Da
mesma maneira, em uma outra pesquisa com 25 pacientes franceses caucasianos, o
haplétipo DRB1*1101/ DQB1*0301 revelou-se 0 mais associado & manifestacdo oral,

a ocular e aos subgrupos cutaneost®,

3.5 Genotipagem e o sistema HLA

A possibilidade de alelos do sistema HLA conferirem risco ou protecéo para
determinadas doencas, e 0 ndo estabelecimento exato dos alelos especificos que estédo
realmente associados ao PB, demonstram a importancia absoluta da genotipagem
constante dessas populacfes. O entendimento real de quais vias estdo envolvidas na
patogénese pode fornecer um novo planejamento terapéutico, possibilitar maior

eficacia e menos efeitos colaterais(®?,
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3.6 A populacéo brasileira

A populagdo brasileira ¢ uma das mais heterogéneas do mundo, como
consequéncia de cinco séculos de miscigenacdo entre trés raizes ancestrais: 0s
amerindios autdctones, os europeus e os africanos subsaarianos®l. A maioria dos
caucasianos veio de Portugal, Espanha, Italia e Alemanha. Os africanos, trazidos para
0 Brasil na época colonial, pertencem, em particular, aos grupos de lingua Bantu,
provenientes da Africa Equatorial, enquanto os indios se originam predominantemente

das tribos Tapuia e Tupil®4,

A populagéo brasileira ¢, portanto, formada pelo cruzamento dessas trés racgas,
que gera uma populacdo “mestica”, na qual a mistura de caucasianos com indios
origina um subtipo denominado “caboclo”; a de caucasianos com africanos determina
o subtipo dos “mulatos” e a mistura de africanos com indios forma o subtipo dos
“cafuzos”. Em razdo das diversidades da sua colonizacdo e por ser o territorio
brasileiro muito vasto, as diferentes regides do pais apresentam predominancia maior

ou menor de cada um dos subtipos populacionais descritos(®!.

A heterogeneidade e miscigenacdo tém implicacfes importantes em estudos de
genotipagem nas mais diversas moléstias existentes. Acrescente-se que na populacéo
brasileira ainda ndo ha nenhum estudo referente a associacdo entre HLA e seus alelos,

na manifestacdo do penfigoide bolhoso e seus subtipos.
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4 CASUISTICA E METODO

4.1 Casuistica

4.1.1 Aspectos éticos da pesquisa

O estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa (CAPPesq) do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP (HC-FMUSP) — registro on-line 10827,

namero do parecer 294.201 (Apéndice 1).

Todos os pacientes incluidos no estudo assinaram Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (Apéndice 2) e receberam explicacdo do pesquisador sobre o

procedimento e seus objetivos.

4.1.2 Desenho do estudo

O desenho do estudo é observacional, do tipo caso-controle.

4.1.3 Local e populacéo de estudo

Foram avaliados pacientes com diagndéstico de penfigoide bolhoso (PB), com

manifestacdo de quadro clinico oral, provenientes do Ambulatério de Estomatologia

do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo

(HC-FMUSP).
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4.1.4 Critérios de inclusdo e exclusdo

4.1.4.1 Critérios de inclusao

Foram incluidos no estudo os pacientes diagnosticados de acordo com 0s

critérios seguintes:
1. Clinico: com historia e exame fisico de doenca bolhosa que envolvesse a
mucosa oral e/ou pele;
2. Histopatologico: bidpsia de pele e/ou mucosa com sinais de clivagem
subepitelial,
3. Imunopatoldgico: imunofluorescéncia direta com presenca de deposito de
IgG e/ou C3, linear, continuo na ZMB e teste salt-split com coloracdo no

lado epidérmico do material.

4.1.4.2 Critérios de excluséo
Foram excluidos do estudo os pacientes que:

1. Apresentaram diagnostico de PB e cujo familiar consanguineo direto ja

estava participando do estudo.

2. Pacientes que se recusaram a assinar o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE - Apéndice 2)

4.1.5 Grupo controle

Os dados referentes ao grupo controle sdo constituidos de coletas realizadas na

cidade de Sdo Paulo durante o periodo de 01/01/2011 a 22/03/2012 que foram
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extraidas de 297 doadores de 6rgaos. As amostras foram tipificadas no Laboratério de
Imunologia de Transplantes do InCor para descobrir a compatibilidade do HLA entre
os doadores e receptores. Esses dados sdo armazenados no Sistema Estadual de
Transplantes da Secretaria de Saide do Governo do Estado de Sdo Paulo e contém a

idade e a identificacdo de HLA classe | e 11 de cada doador.

4.2 Método

4.2.1 Coleta de amostra do sangue periférico

O trabalho foi dividido em duas etapas. Na primeira, que ocorreu entre
setembro de 2013 e fevereiro de 2015, foi realizado o cadastramento de todos o0s
pacientes com diagndstico de PB do ambulatorio de Estomatologia do Hospital das
Clinicas e os dados anotados foram: género, idade, raca, endereco e telefone para
contatos, aléem da anamnese, revisdo de prontudrio, historia clinica do paciente e

confirmacédo laboratorial do diagnéstico (histopatoldgico e imunofluorescéncia).

Na segunda etapa, ocorrida entre marco de 2015 e junho de 2015, foi realizada
a convocacao via telefone dos pacientes e de seus acompanhantes. Ap0s a anamnese,
foi colhida uma amostra de 10mL de sangue periférico de cada paciente em um tubo
contendo 25mM de EDTA. As amostras foram conservadas em temperatura ambiente
e levadas, em até 3 horas, juntamente com o pedido de protocolo de tipagem do HLA

(Anexo A), para o laboratorio onde foram realizadas as extra¢cdes do DNA.
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4.2.2 Extragéao e tipificacdo do DNA

A extracdo de DNA e a tipificagdo HLA da classe Il foram realizadas no
Laboratério de Imunologia de Transplantes do Instituto do Corag&o (InCor), conforme
protocolo padréo realizado em todos os projetos envolvendo tipagem de HLA descritos

nos itens 4.2.3 e 4.2.4.

4.2.3 Extracdo de DNA do sangue pelo método QIAGEN

A extracdo de DNA da amostra de sangue periférico foi realizada por meio de

kits Qiagen (QIAamp DNA Mini Kit®, U.S.A.) mediante os passos seguintes:

- Emum tubo com capacidade de 1,5mL foram adicionados 20uL de proteinase
K e 200uL de buffet coat de sangue fresco ou congelado. O tubo foi colocado em
banho-maria a 56°C por 3h, e posteriormente, no vértex por 5s. Em seguida, incubado

por 10min para promover a quebra das proteinas.

- Apos o procedimento anterior, foram adicionados 200pL de etanol a 96-100%
ao lisado e misturados para pipetagem e centrifugacdo por 1min (Figuras 10 e 11). A
seguir, foram adicionados 500uL de Buffer AW1 e a mistura centrifugada novamente
por 1min em temperatura ambiente. Depois, adicionados 500uL de Buffer AW2 e
centrifugada a 14.000rpm por 4min. Na sequéncia, foram adicionados 200uL de 4gua
destilada e a mistura incubada em temperatura ambiente por 5min e centrifugada a
8000rpm durante 1min em temperatura ambiente. O DNA foi extraido, purificado,

homogeneizado e mantido a 4°C para posterior tipificacdo.
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- Na mesma semana, a concentracdo de DNA foi medida em espectrofotdmetro
NanoDrop™ (ND-1000 UV-VIS, Thermo Fisher Scientific, DE, U.S.A)
(comprimento de onda entre 260nm e 280nm). O valor da razéo entre as absorbancias
260nm e 280nm (Azso/Azs0) deveria ser >1,8 e <2,0. Caso apresentasse valor abaixo
de 1,8, indicaria contaminagdo com proteinas; e, se acima de 2,0, contamina¢do com
&cido ribonucleico (RNA)I3!. Dessa forma, caso estivesse fora do intervalo citado, esse

material era descartado, uma nova amostra colhida e feita nova extragido de DNA.

Figura 11. Processo de pipetagem de compostos usados para preparacao das amostras de sangue
periférico para extragdo de DNA.
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4.2.4 Tipificacdo do HLA pelo método PCR-SSO

A tipificacdo do HLA nos loci DR e DQ foi realizada ap0s a extragdo do DNA
utilizando-se a reacdo em cadeia da polimerase (PCR - do inglés Polymerase Chain
Reaction) e amplificagdo com oligonucleotideos sequéncia-especifica (SSO - do inglés
Sequence-Specific Oligonucleotide)® 871 por meio de kits LABType® (One Lambda,
INC — Canoga Park, CA, U.S.A.). No kit LABType® SSO sio utilizadas sondas de
oligonucleotideos sequéncia especifica ligadas as microesferas codificadas por método
fluorescente, para identificar alelos correspondentes na amostra de DNA (Anexo B).
Com o kit LABType® aplica-se a tecnologia Luminex® para o método de tipificacio
de DNA SSO reverso. Inicialmente, o DNA alvo é amplificado via PCR, utilizando

um iniciador (primer) de grupo especifico.

O produto da reacdo é marcado com biotina, 0 que permite sua deteccdo ao
utilizar strepavidina conjugada a ficoeritrina-R. Logo apds, é desnaturado, permitindo
a hibridizacdo das sondas de DNA complementar, conjugadas as microesferas
codificadas anteriormente por fluorescéncia. Um analisador de fluxo, LABScan™ 100
(One Lambda, INC — Canoga Park, CA, U.S.A.; Figura 12), identifica a intensidade
de fluorescéncia da ficoeritrina de cada microesfera. A indicacdo da tipagem do HLA
é baseada no padrdo de resultado da reacdo encontrado e comparado, por meio do
programa LABType™ SSO Analysis Software for Windows, a padrdes associados as

sequéncias de genes HLA publicados onlinet®l,
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Figura 12. Aparelho LABScan™ 100, utilizado para promover a identificagdo da tipagem de HLA.

4.2 5 Analise estatistica

Os dados relacionados com a descri¢do dos individuos com penfigoide bolhoso
e 0s doadores de orgdos (controles) foram armazenados nos softwares estatisticos

SPSS for Windows v.18° e Stata/SE 11.0°.

A associacao entre as variaveis categoricas e os grupos de estudo (penfigoide
bolhoso e controles) foram realizadas pelo teste qui-quadrado de Pearson 9. A

comparagéo entre a idade dos participantes foi avaliada pelo teste de Mann-Whitney.

Para o céalculo dos odds ratio (OR) utilizou-se a regressdo logistica e foram

calculados, também, os intervalos com 95% de confianga para o ORI,
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A frequéncia fenotipica de cada alelo foi apresentada pelo gréafico de barras.

Os valores de OR foram apresentados pelo grafico de forest plot.

O nivel de significancia adotado foi de 5% para todos os testes estatisticos, e

para 0 OR foi considerada a correcio de Bonferronil®Xl,
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5 RESULTADOS

Foram incluidos no estudo 17 pacientes diagnosticados com penfigoide
bolhoso (grupo PB) e 297 doadores de 6rgdos (grupo controle). Além disso, foram
tabuladas as informac6es sobre género, raca, idade, naturalidade e fator desencadeante

atribuido.

As frequéncias alélicas do HLA A, B, C, DRB1, DQB1 e DQAL para 0s
pacientes com PB e controles sdo apresentadas segundo as frequéncias e porcentagens,
assim como o valor da razdo de chances ou odds ratio (OR), com seus respectivos

intervalos com 95% de confianca (1Cgs0,).

Os valores do OR sédo apresentados para cada uma das frequéncias alélicas no
formato de forest plot como apresentado para estudos de metanalise com o objetivo de

melhor visualizacao.

Os pacientes com PB e os doadores de 6rgdos (controles), segundo género, cor

e idade sdo apresentados na Tabela 1, e o estado de origem no Grafico 1.
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Tabela 1. Caracteristicas dos pacientes com penfigoide bolhoso e dos doadores de
6rgéos (controles), HC-FMUSP, 2016.

Penfigoide
Caracteristica bolhoso Controles Total \{jalor
n=17 n=297 €p
Género Masculino, n (%) 8 (47,1) 183 (61,6) 191 0,232!
Feminino, n (%) 9 (52,9) 114 (38,4) 123
Cor Branca, n (%) 10 (58,8) NA 10 NA
Negra, n (%) 1(5,9) NA 1
Pardo, n (%) 6 (35,3) NA 6
Idade  Média (DP) 63,71 (20,71) 43,03 (17,55)  44,15(18,30) <0,0012
(anos)
Mediana 69 (26-88) 46 (1-74) 47 (1-88)
(min-méax)

n: quantidade de individuos; %: por cento; NA: ndo avaliavel; DP: desvio padrdo; min: valor minimo; max: valor

maximo. * Teste de associacdo qui-quadrado de Pearson; ? Teste ndo-paramétrico Mann-Whitney.

Gréfico 1. Distribuicdo dos casos de penfigoide bolhoso incluidos no estudo segundo

o Estado de origem.
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Pouco mais da metade dos casos com penfigoide bolhoso eram do género
feminino (52,9%) e aproximadamente 62% dos doadores de 6rgéos (controles) eram
do género masculino. No entanto, ndo se encontrou associacdo estatisticamente
significativa entre o género e os grupos PB e controle (p = 0,232). Mas, foram
observadas diferencas estatisticamente significativas na distribuicdo das idades entre

0s grupos (p < 0,001).

A maior parte dos pacientes estudados, nasceu no Estado de S&o Paulo (58,8%),
porém com participacdo de outros sete Estados brasileiros. N&do houve informacéo

disponivel da cor da pele para os doadores de 6rgéos.

Foram coletadas informacgdes, com auxilio de um questionario, sobre os
possiveis fatores desencadeantes do penfigoide bolhoso e os resultados estdo no

Grafico 2.
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Gréfico 2. Distribuicdo dos casos de penfigoide bolhoso segundo fator desencadeante.

154

Frequéncia
=
1

Sem fator

1,0
5 9%

Apds amoxicilina

Fator desencadeante

T
Apds stress

A Tabela 2 mostra a prevaléncia fenotipica dos alelos do HLA A para 0s

pacientes com penfigoide bolhoso e os doadores de 6rgdos (controles).
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Tabela 2. Prevaléncia fenotipica dos alelos do HLA A para os pacientes com

penfigoide bolhoso e os doadores de 6rgdos (controles), HC-FMUSP,

2016.
ngiié;gge Controles
HLA A Y] —T] OR (ICos0) Valor de p'®
n (%) n (%)

A*01 5 (14,7) 53 (8,9) 1,76 (0,65-4,74) 0,263
A*02 10 (29,4) 136 (22,9) 1,40 (0,66-3,01) 0,384
A*03 4 (11,8) 50 (8,4) 1,45 (0,49-4,28) 0,501
A*11 1(2,9) 36 (6,1) 0,47 (0,06-3,53) 0,463
A*23 3(8,8) 39 (6,6) 1,38 (0,40-4,71) 0,610
A*24 1(2,9) 59 (9,9) 0,28 (0,04-2,05) 0,207
A*25 0 12 (2,0) NA NA
A*26 2(5,9) 16 (2,7) 2,26 (0,50-10,25) 0,291
A*29 1(2,9) 30 (5,1) 0,57 (0,08-4,31) 0,586
A*30 3(8.,8) 38 (6,4) 1,42 (0,41-4,84) 0,579
A*31 1(2,9) 26 (4,4) 0,66 (0,09-5,03) 0,690
A*32 1(2,9) 15 (2,5) 1,17 (0,15-9,13) 0,881
A*33 1(2,9) 27 (4,5) 0,64 (0,08-4,83) 0,662
A*34 1(2,9) 4(0,7) 4,47 (0,49-41,12) 0,186
A*36 0 2(0,3) NA NA
A*66 0 4(0,7) NA NA
A*68 0 33 (5,6) NA NA
A*69 0 1(0,2) NA NA
A*74 0 13 (2,2) NA NA

n: quantidade de individuos; OR (ICes%): Odds ratio (intervalo de confianga de 95%); NA: ndo avaliavel. * Valor
de p para OR utilizando a regressdo logistica. ¥ Nivel de significincia com corregdo de Bonferroni para a=0,05:

«/19=0,05/19=0,003.

N&o se encontrou associacdo significativa entre os valores de OR das

frequéncias fenotipicas do HLA A como observado na Tabela 2.

O Grafico 3 mostra o valor de Odds ratio (OR) dos alelos do HLA A para 0s

pacientes com penfigoide bolhoso e os doadores de 6rgados (controles).
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Gréfico 3. Odds ratio (OR) dos alelos do HLA A para os pacientes com penfigoide
bolhoso e os doadores de 6rgaos (controles), HC-FMUSP, 2016.
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A Tabela 3 mostra a prevaléncia fenotipica dos alelos do HLA B para o0s

pacientes com penfigoide bolhoso e os doadores de 6rgéos (controles).
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Tabela 3. Prevaléncia fenotipica dos alelos do HLA B para os pacientes com

penfigoide bolhoso e os doadores de 6rgdos (controles), HC-FMUSP,

2016.
Pebrgflhgoo;;ie Controles
HLAB Y] —T] OR (ICos%) Valor de p'®
n (%) n (%)

B*07 3(8,8) 32 (5,4) 1,70 (0,49-5,86) 0,401
B*08 0 26 (4,4) NA NA
B*13 0 12 (2,0) NA NA
B*14 1(2,9) 38 (6,4) 0,44 (0,06-3,33) 0,429
B*15 1(2,9) 63 (10,6) 0,26 (0,03-1,90) 0,182
B*18 1(2,9) 32 (5,4) 0,53 (0,07-4,02) 0,541
B*27 0 11 (1,9) NA NA
B*35 4 (11,8) 74 (12,5) 0,94 (0,32-2,74) 0,905
B*37 1(2,9) 8 (1,3) 2,22 (0,27-18,28) 0,459
B*38 2 (5,9) 9(1,5) 4,06 (0,84-19,59) 0,081
B*39 1(2,9) 19 (3,2) 0,92 (0,12-7,06) 0,934
B*40 2 (5,9) 31 (5,2) 1,14 (0,26-4,96) 0,866
B*41 2 (5,9) 8(1,3) 4,58 (0,93-22,45) 0,061
B*42 2 (5,9) 5 (0,8) 7,36 (1,38-39,42) 0,020
B*44 8 (23,5) 57 (9,6) 2,90 (1,25-6,70) 0,013
B*45 0 11 (1,9) NA NA
B*47 0 4(0,7) NA NA
B*48 0 2 (0,3) NA NA
B*49 2 (5,9) 16 (2,7) 2,26 (0,50-10,25) 0,291
B*50 1(2,9) 15 (2,5) 1,17 (0,15-9,13) 0,881
B*51 1(2,9) 48 (8,1) 0,35 (0,05-2,58) 0,299
B*52 1(2,9) 8(1,3) 2,22 (0,27-18,28) 0,459
B*53 0 15 (2,5) NA NA
B*54 0 1(0,2) NA NA
B*55 0 7(1,2) NA NA
B*57 0 20 (3,4) NA NA
B*58 1(2,9) 16 (2,7) 1,10 (0,14-8,51) 0,931
B*73 0 1(0,2) NA NA
B*81 0 5 (0,8) NA NA

n: quantidade de individuos; OR (1C95%): Odds ratio (intervalo de confianga de 95%); NA: ndo avaliavel. * Valor
de p para OR utilizando a regressdo logistica. ¢ Nivel de significincia com corregdo de Bonferroni para a=0,05:
@/29=0,05/29=0,002.
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Na Tabela 3 também ndo houve diferencas nas razbes de chance das
frequéncias fenotipicas do HLA B entre pacientes com penfigoide bolhoso e doadores
(controles). No Gréfico 4 podem ser vistos os valores de Odds ratio (OR) dos alelos

do HLA B para os dois grupos.

Grafico 4. Odds ratio (OR) dos alelos do HLA B para os pacientes com penfigoide
bolhoso e os doadores de 6rgaos (controles), HC-FMUSP, 2016.
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A Tabela 4 mostra os dados da prevaléncia fenotipica dos alelos do HLA C

para os pacientes com penfigoide bolhoso e os doadores de 6rgdos (controles).
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Tabela 4. Prevaléncia fenotipica dos alelos do HLA C para os pacientes com

penfigoide bolhoso e os doadores de 6rgaos (controles), HCFMUSP, 2016.

PEE‘;ngge Controles
HLA C Y] — T OR (ICgs%) Valor de p'®
n (%) n (%)

C*01 0 14 (2,4) NA NA
C*02 1(3,1) 33 (5,6) 0,55 (0,07-4,13) 0,558
C*03 2 (6,3) 70 (11,8) 0,50 (0,12-2,13) 0,346
C*04 4(12,5) 99 (16,7) 0,71 (0,24-2,07) 0,533
C*05 5 (15,6) 31(5,2) 3,35 (1,21-9,30) 0,020
C*06 2 (6,3) 60 (10,1) 0,59 (0,14-2,54) 0,479
C*07 9(28,1) 111 (18,8) 1,70 (0,76-3,77) 0,195
C*08 1(3,1) 44 (7,4) 0,40 (0,05-3,01) 0,375
C*12 4(12,5) 37 (6,3) 2,14 (0,71-6,43) 0,174
C*14 0 20 (3,4) NA NA
C*15 0 26 (4,4) NA NA
C*16 0 29 (4,9) NA NA
C*17 4 (12,5) 10 (1,7) 8,31 (2,46-28,16) 0,001"
C*18 0 8 (1,4) NA NA

n: quantidade de individuos; OR (IC95%): Odds ratio (intervalo de confianca de 95%); NA: ndo avaliavel. * Valor
de p para OR utilizando a regresséo logistica. ¢ Nivel de significincia com corre¢io de Bonferroni para 0=0,05:
0/14=0,05/14= 0,004. " significativo p<0,0035714.

Individuos com HLA C*17 tem chance aproximadamente oito vezes maior de

apresentar penfigoide bolhoso quando comparada com pessoas que ndo tem esse

fendtipo (p < 0,001). Outras frequéncias fenotipicas do HLA C ndo apresentaram

associacdo com penfigoide (Tabela 4).

O Gréfico 5 exibe os valores de Odds ratio (OR) dos alelos do HLA C para

os pacientes com penfigoide bolhoso e os doadores de érgaos (controles).
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Gréfico 5. Odds ratio (OR) dos alelos do HLA C para os pacientes com penfigoide
bolhoso e os doadores de 6rgaos (controles), HC-FMUSP, 2016.
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A Tabela 5 mostra a prevaléncia fenotipica dos alelos do HLA DRB1 para 0s

pacientes com penfigoide bolhoso e os doadores de 6rgéos (controles).
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Tabela 5. Prevaléncia fenotipica dos alelos do HLA DRB1 para os pacientes com

penfigoide bolhoso e os doadores de 6rgdos (controles), HC-FMUSP,

2016.
Pebm;ihgoide Controles

01N0so
HLA DRB1 Y] —T] OR (ICgs%) Valor de p'®

n (%) n (%)
DRB1*01 3(8,8) 61 (10,3) 0,85 (0,25-2,85) 0,787
DRB1*03 3(8,8) 66 (11,1) 0,77 (0,23-2,60) 0,679
DRB1*04 2 (5,9) 66 (11,1) 0,50 (0,12-2,13) 0,349
DRB1*07 1(2,9) 80 (13,5) 0,20 (0,03-1,44) 0,109
DRB1*08 1(2,9) 40 (6,7) 0,42 (0,06-3,15) 0,398
DRB1*09 1(2,9) 9(1,5) 1,97 (0,24-16,01) 0,526
DRB1*10 1(2,9) 13 (2,2) 1,35 (0,17-10,67) 0,773
DRB1*11 8 (23,5) 52 (8,8) 3,21 (1,38-7,44) 0,007
DRB1*12 1(2,9) 16 (2,7) 1,10 (0,14-8,51) 0,931
DRB1*13 7 (20,6) 81 (13,6) 1,64 (0,69-3,90) 0,260
DRB1*14 0 30 (5,1) NA NA
DRB1*15 4 (11,8) 61 (10,3) 1,17 (0,40-3,42) 0,781
DRB1*16 2 (5,9) 19 (3,2) 1,89 (0,42-8,48) 0,405

n: quantidade de individuos; OR (IC95%): Odds ratio (intervalo de confianca de 95%); NA: ndo avaliavel. * Valor
de p para OR utilizando a regresséo logistica. ¢ Nivel de significAncia com correcio de Bonferroni para a=0,05:
a/13=0,05/13=0,004.

N&o se observou associacdo entre as frequéncias fenotipicas do HLA DRB1

com o penfigoide bolhoso na Tabela 5.

O Gréfico 6 exibe os valores de Odds ratio (OR) dos alelos do HLA DRB1

para os pacientes com penfigoide bolhoso e os doadores de 6rgdos (controles).
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Gréfico 6. Odds ratio (OR) dos alelos do HLA DRB1 para os pacientes com
penfigoide bolhoso e os doadores de 6rgaos (controles), HCFMUSP,
2016.
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A Tabela 6 apresenta a prevaléncia fenotipica dos alelos do HLA DQBL1 alta
definicdo para os pacientes com penfigoide bolhoso e os doadores de drgéaos

(controles).
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Tabela 6. Prevaléncia fenotipica dos alelos do HLA DQBL alta definicdo para os

pacientes com penfigoide bolhoso e os doadores de 6rgdos (controles),

HC-FMUSP, 2016.

Penfigoide

HLA DOB1 br?':hgjo Cz:t;;fs OR (ICss) | Valor de p'®
n (%) n (%)
DQB1*02:01 0 59 (9,9) NA NA
DQB1*02:02 2 (5,9) 74 (12,5) 0,44 (0,10-1,87) 0,266
DQB1*02:03 0 1(0,2) NA NA
DQB1*03:01 13 (38,2) 84 (14,1) 3,76 (1,81-7,79) 0,000372"
DQB1*03:02 1(2,9) 52 (8,8) 0,32 (0,04-2,36) 0,261
DQB1*03:03 1(2,9) 9(1,5) 1,97 (0,24-16,01) 0,526
DQB1*03:04 0 1(0,2) NA NA
DQB1*03:19 0 13 (2,2) NA NA
DQB1*04:01 0 2 (0,3) NA NA
DQB1*04:02 4 (11,8) 42 (7,1) 1,75 (0,59-5,21) 0,313
DQB1*04:04 0 2(0,3) NA NA
DQB1*05:01 3(8,8) 83 (14,0) 0,60 (0,18-1,99) 0,401
DQB1*05:02 1(2,9) 18 (3,0) 0,97 (0,13-7,49) 0,976
DQB1*05:03 0 21 (3,5) NA NA
DQB1*05:07 0 2(0,3) NA NA
DQB1*06:01 0 5(0,8) NA NA
DQB1*06:02 5 (14,7) 59 (9,9) 1,56 (0,58-4,19) 0,375
DQB1*06:03 3(8,8) 38 (6,4) 1,42 (0,41-4,84) 0,579
DQB1*06:04 1(2,9) 18 (3,0) 0,97 (013-7,49) 0,976
DQB1*06:05 0 1(0,2) NA NA
DQB1*06:08 0 1(0,2) NA NA
DQB1*06:09 0 3(0,5) NA NA
DQB1*06:11 0 4(0,7) NA NA
DQB1*06:19 0 1(0,2) NA NA
DQB1*06:27 0 1(0,2) NA NA

n: quantidade de individuos; OR (1C95%): Odds ratio (intervalo de confianga de 95%); NA: ndo avaliavel. * Valor
de p para OR utilizando a regressdo logistica. ¢ Nivel de significAncia com correcdo de Bonferroni para a=0,05:
a/10=0,05/10=0,005 ou a=0,01: 0/10=0,01/10=0,001. * significativo p<0,005. ™ significativo p<0,001.
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Individuos com o HLA DQB1*03:01 tém chance 3,8 vezes maior de apresentar

penfigoide bolhoso comparado com pessoas que ndo apresentam esse alelo.

O Gréfico 7 mostra o Odds ratio (OR) dos alelos do HLA DQB1 alta definicao

para os pacientes com penfigoide bolhoso e os doadores de 6rgdos (controles).

Grafico 7. Odds ratio (OR) dos alelos do HLA DQBL alta defini¢do para os pacientes
com penfigoide bolhoso e os doadores de 6rgéos (controles), HC-FMUSP,
2016.
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A Tabela 7 exibe os dados de prevaléncia fenotipica dos alelos do HLA DQAL
alta definicdo para os pacientes com penfigoide bolhoso e os doadores de 6rgaos

(controles).
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Tabela 7. Prevaléncia fenotipica dos alelos do HLA DQAL1 alta definicdo para os

pacientes com penfigoide bolhoso e os doadores de 6rgdos (controles),

HC-FMUSP, 2016.

ngfﬁgge Controles
HLA DQA1 Y] —T] OR (ICgs%) Valor de p'®
n (%) n (%)

DQA1*01:01 3(8,8) 80 (13,5) 0,62 (0,19-2,08) 0,439
DQA1*01:02 2(5,9) 127 (21,4) 0,23 (0,05-0,97) 0,045
DQA1*01:03 8 (23,5) 47 (7,9) 3,57 (1,53-8,33) 0,003™
DQA1*02:01 1(2,9) 74 (12,5) 0,21 (0,03-1,58) 0,130
DQA1*03:01 3(8,8) 59 (9,9) 0,88 (0,26-2,95) 0,831
DQA1*03:02 1(2,9) 20 (3,4) 0,87 (0,11-6,67) 0,892
DQA1*04:01 3(8,9) 40 (6,7) 1,34 (0,39-4,57) 0,642
DQA1*04:02 0 1(0,2) NA NA
DQA1*05:01 0 68 (11,4) NA NA
DQA1*05:03 2(5,9) 10 (1,7) 3, 64 (0,77-17,33) 0,104
DQA1*05:05 11 (32,4) 64 (10,8) 4,02 (1,87-8,64) 0,000358"
DQA1*06:01 0 3(0,5) NA NA

n: quantidade de individuos; OR (IC95%): Odds ratio (intervalo de confianca de 95%); NA: ndo avaliavel. * Valor
de p para OR utilizando a regresséo logistica. ¢ Nivel de significincia com corre¢io de Bonferroni para 0=0,05:
a/9=0,05/9= 0,006 ou 0=0,01: 0/9=0,01/9= 0,001. " significativo p<0,0056. ™ significativo p<0,0011.

Individuos com o alelo DQA1*01:.03 e DQAL1*05:05 presente tém

aproximadamente 3,6 e 4 vezes, respectivamente, chances maiores de terem

penfigoide bolhoso quando comparados com individuos que ndo apresentam esses

alelos (Tabela 7).

O Gréfico 8 exibe os valores de Odds ratio (OR) dos alelos do HLA DQA1

alta definicdo para os pacientes com penfigoide bolhoso e os doadores de 6rgdos

(controles).
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Gréfico 8. Odds ratio (OR) dos alelos do HLA DQAL alta defini¢do para os pacientes
com penfigoide bolhoso e os doadores de 6rgdos (controles), HC-FMUSP,
2016.
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6 DISCUSSAO

O penfigoide bolhoso é uma doenca vesicobolhosa rara que apresenta
sintomatologia importante e € muitas vezes dificil de ser diagnosticada corretamente e
em tempo habil, sem prejudicar a qualidade de vida dos pacientes acometidos. Sua
fisiopatologia, assim como em diversas doengas autoimunes, ainda é muito estudada

por causa da complexidade do seu mecanismo de acdo.

Atualmente o tratamento do PB € realizado por imunossupressdao em longo
prazo, e tem como objetivo a regressao da fase aguda da doenca e a estabilizacdo de
suas manifestacOes clinicas mais importantes, que € alcangada na maioria dos casos.
Entretanto, uma parcela dos casos ndo tem uma resposta terapéutica tao eficaz, e €
necessario administrar doses altas de corticosteroides em associagdo com outros

imunossupressores para o controle efetivo da moléstia.

E imperativo, sem davida, descobrir os mecanismos fisiopatologicos
envolvidos para poder avancar tanto no diagndstico, quanto no uso de agentes
terapéuticos mais eficazes e com menores efeitos colaterais e promover, portanto, mais

beneficios aos pacientes com PB e outras doencas autoimunes.

No presente estudo, foi coletada uma amostra de sangue de 17 casos de
pacientes diagnosticados com penfigoide bolhoso e comparada com um grupo controle
de 297 doadores de 6rgdos. Com relagcdo ao género, pouco mais da metade dos casos

com penfigoide bolhoso era do género feminino (52,9%) e aproximadamente 62% do
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grupo controle eram do género masculino. No entanto, ndo se encontrou associagdo

estatisticamente significativa entre o género e os grupos (p = 0,232).

Os casos eram predominantemente constituidos por individuos brancos
(58,8%), seguidos de pardos (35,3%) e negros (5,9%), e sua classificacéo foi obtida de
forma subjetiva, ou seja, o proprio paciente determinava sua cor. No grupo controle
ndo havia informacao sobre a cor de pele dos doadores de 6rgaos para viabilizar essa
correlacdo. De qualgquer modo, os estudos atuais mostram as correlagdes entre

populagcdes como um todo, ndo subdividindo com relacéo a cor da pele.

Com relacdo a idade, observaram-se diferencas estatisticamente significativas
entre os pacientes com PB (média de 63,7 anos) e controles (méedia 43,03 anos) com p
< 0,001. Provavelmente essa diferenca esta no fato do PB acometer individuos com
idades mais avangadas, ao passo que no grupo controle existia uma parcela maior de
jovens em sua composicdo, pois os doadores tendem a ser individuos jovens e
saudaveis com morte encefalica. Entretanto, essa diferenca de idade nao interfere no
resultado final, uma vez que a incidéncia de PB é muito rara (de 2,6 a 42,851 por
milhdo de hab.) e a chance de encontrar um resultado falso-negativo no grupo controle

se torna muito baixa.

Segundo Marazza et al. (2009)® a frequéncia de PB aumenta
consideravelmente apds os 70 anos e a incidéncia maxima apds os 90 anos. Porém,
Bourdon-Lanoy et al. (2005)®4 relataram que o PB entre 0s jovens costuma ser mais

severo e mais ativo que nas pessoas mais idosas.

Além do fator idade, o PB ja foi associado a diversos fatores de “gatilho” € 0s

mais comuns sio os diuréticos, analgésicos, antibidticos e os anti-hipertensivos [°> 561,
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No presente estudo, a maioria dos pacientes ndo teve associacdo a nenhum fator
externo (Gréfico 2), apenas 1 (5,9%) relatou uso de amoxicilina antes de surgir o
quadro clinico de PB e 1 (5,9%) associou a um periodo de muito estresse antes de

aparecerem os sintomas.

O Ambulatério de Estomatologia do HC-FMUSP é referéncia nacional para o
tratamento de doengas vesicobolhosas, mormente as de dificil controle do quadro
clinico, o que resulta em seguimento de pacientes de todo o territério nacional. Deste
modo, embora a extensdo geografica do Brasil possibilite variacdes entre as
composicOes alélicas entre as regibes de origem, a representatividade geogréafica
(Gréfico 1) do presente estudo foi relativamente abrangente. Embora a maior parte dos
pacientes fosse proveniente do Sudeste (64,7%), o grupo também era composto por

pacientes do Nordeste (23,6%), Sul (5.9%) e Norte (5,9%).

A miscigenacdo da populacéo brasileira, uma das mais heterogéneas do mundo,
apresenta uma vantagem para a realizacdo de estudos que envolvam a genotipagem.
Mediante a estratificacdo populacional, genes anteriormente tidos como ligados a uma
determinada doenca tendem a ser diluidos e como consequéncia, a chance de

resultados falso-positivos é menor.

Nesta pesquisa, foram feitas maltiplas comparacdes e para ajustar o valor p foi
utilizada a correcdo de Bonferronil® para evitar que fosse encontrada, ao acaso, uma

associacdo nao existente de erro tipo 1.
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6.1 Associacdo HLA e a populacéo brasileira

Foi observada uma associagao significativa entre PB e o complexo principal de
histocompatibilidade classe 1 (HLA C) e classe Il (HLA-DQB1 e HLA-DQAL1).
Pacientes com penfigoide bolhoso apresentaram prevaléncias dos alelos HLA C*17,
DQB1*03:01, DQA1*01:03 e DQAL1*05:05 expressivamente maior que no grupo

controle.

Com relacdo aos genes HLA classe I, os individuos com HLA C*17
apresentaram chance oito vezes maior de ter penfigoide bolhoso quando comparados
com pessoas que ndo tém esse alelo (p < 0,001). Apesar de estudos anteriorest’ 7! ndo
comprovarem a associacdo com alelos classe | em outras populac@es, na brasileira foi
possivel evidenciar essa caracteristica. Portanto, € a primeira vez que se demonstrou a

correlacdo de um HLA classe | com o penfigoide bolhoso.

O HLA classe 1 foi identificado em diversos estudos em associa¢des de casos
e controles, tais como em lupus eritematoso sistémico®, psoriasel®” e vitiligo®®;
entretanto, na maioria das doencas autoimunes, especialmente as vesicobolhosas como
0 pénfigo e o penfigoide, tem sido atribuido um papel maior nos antigenos de classe
I1, que s@o encontrados com mais frequéncia nas diferentes populacdes. Prova disso,
é um estudo feito com a populacio japonesa realizado por Okazaki et al. (2000)"],
que envolve antigenos classe 11, e que mostrou haver suscetibilidade ao PB em relagédo
aos haplétipos HLA-DRB1*04/DQA1*03:01/DQB1*03:02 (39,1% vs. 11,7%; p <
0,001) e DRB1*11:01/DQA1*05:05/DQB1*03:02 (8,7% vs. 0%; p < 0,0001) e os

alelos DQB1*03:02 (43,5% vs. 17,2%; p < 0,002) e DRB1*11:01 (17,4% vs. 3,2%;
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p < 0,001). De modo similar, a presente pesquisa mostra a presenca do alelo
DQAL1*05:05 que aumentou perto de quatro vezes (p = 0,0004) o risco de manifestagéo
do PB. Entretanto, com relagdo aos outros genes classe Il, relatados no estudo de

Okazaki et al. (2000)["®, ndo houve diferenca estatisticamente significante.

O alelo DQA1*01:03 mostra um risco relativo de aproximadamente 3,6 vezes
(p = 0,003) maior de desenvolver PB em individuos portadores da doenca (Tabela 7).
Essa nova associacdo ainda ndo tinha sido descrita na literatura, comprovando, dessa
forma, a existéncia de diferentes alelos na génese do penfigoide bolhoso, conforme a

populacéo estudada.

Com relagdo ao alelo DQB1*03:01, o estudo de Delgado et al. (1996)"4
mostrou associacdo significativa na populacdo caucasiana (35,7% vs. 16,05%; p =
0,005) em todas as variantes clinicas do penfigoide (forma bolhosa, ocular cicatricial
e oral). De modo similar, no presente estudo, este alelo apresentou aumento de cerca
de 3,8 vezes em relacdo ao grupo controle (38,2% vs. 14,1%, p = 0,000372), e, além

disso, um papel importante na génese do penfigoide.

Do mesmo modo como na populacdo caucasiana, um outro estudo realizado
por Esmaili et al. (2013)17"! na populacio iraniana, evidenciou associacao significativa
com o alelo HLA-DQB1*03:01 (36% vs. 23,6%, p = 0,02), assim como os alelos
HLA-DQA1*05:01 (45% vs. 33%, p =0,03) e HLA-DQB1*04:01 (4% vs. 1,6%, p =
0,04), em relagdo ao grupo controle. No entanto, no presente estudo ndo foi encontrado
nenhum caso de portadores de PB com os alelos HLA-DQA1*05:01 e HLA-
DQB1*04:01. Entre a populagéo brasileira e iraniana existe em comum apenas o alelo

HLA-DQB1*03:01.
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Em um estudo com a populagdo chinesal™®, foi evidenciado fator de protecéo
em individuos que apresentaram os alelos DRB1*08/DQB1*06 (4,08% vs. 15,19% e
1,54% vs. 13,82%, respectivamente; p < 0,05). Todavia, no estudo aqui desenvolvido
para a populacédo brasileira, ndo foi encontrada significancia estatistica para os alelos
DRB1*08 (2,9% vs. 6,7%; p =0,398) e DQB1*06 (26,5% vs. 22,1%; p = 0,548) para

o fator de protecdo na populagéo brasileira.

O presente estudo evidenciou, portanto, a descoberta de novos alelos
associados ao PB, além de mostrar alelos em comum com outras popula¢des mundiais.
E mais uma contribuicdo para mapear e aprofundar o conhecimento da fisiopatologia

envolvida em portadores de penfigoide bolhoso e delinear novas pesquisas no futuro.
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7 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo levam a concluir que:

- A tipificagdo do HLA, em portadores de penfigoide bolhoso e doadores de
6rgdos (controles) na populacdo brasileira, mostra que os alelos HLA C*17,
DQB1*03:01, DQA1*01:03 e DQA1*05:05 estdo associados a manifestacao
da doenga, com risco relativo de 8,31 (2,46-28,16), 3,76 (1,81-7,79), 3,57

(1,53-8,33) e 4,02 (1,87-8,64), respectivamente.

- A associagéo entre o alelo DQB1*03:01 e o penfigoide bolhoso esta descrito
na literatura e presente em outras populacfes, comprovando, ainda mais, seu

papel na fisiopatologia dessa doenca autoimune.

- Pela primeira vez na literatura, um antigeno Classe | (HLA C*17) é associado
ao penfigoide bolhoso. Existe, portanto, um risco elevado de que portadores

desse alelo na populacéo brasileira apresentem a doenca.
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ANEXO A

PROTOCOLO DE TIPAGEM PARA O LABORATORIO
DE IMUNOLOGIA DO InCor

Protocolo de tipagem de HLA

Laboratério de Imunologia — HLA

InCor, Fundacéo Zerbini Hospital das Clinicas da FMUSP

Protocolo de Coleta de Sangue: pesquisa de penfigoide bolhoso
Solicitante: Dr. Azis A Chagury
Coleta: 1 frasco de sangue com EDTA (tubo de hemograma)

Objetivo: Extracdo de DNA

Tipificacdo dos antigenos de Histocompatibilidade de classe I e II.
Sangue de:

N[0 21

RAGA. .ottt

DAta A COIBTA: oot e e e e
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ANEXO B

TIPIFICACAO HLA PELO METODO PCR-SSO

MAPA DE ENSAIO - TIPAGEM HLA CLASSE 1 e CLASSE 11
HLA1e HLA2
PCR-SSO (Reacio em Cadenn da Polsmerase - Sequéncia Espedifica de Oligoaucleotidecs)

DATA: 01.122015 PLACAO1 Analista: Camula Cergquers
InCor Sample: 51470-2 AMOSTRA TRANSPORTADA | REPRODUTIBILIDADE
Locus A
Locus B
Locus DR
Locus DQ
Obs:
| REACAO DE PCR |
Cilculo do Master Mix Locus A ¥
Volume em ul
Reagente Lote Validade <1 N* e masion
0
D-Mix 149 30/09/2016 69 0
Pemer Loces A 011 31/03/2016 2 0
Tg DNATiaeGen 31/l N2505 30/05/2016 0,1 0
Distribuic 9 pl do Mix em tubos 0,2 + 1,0 ul dc DNA
Cilculo do Master Mix Locus B
Volume em ul
Reagente Lote Validade x1 3 & weaiten
0
D-Mix 149 30/09/2016 6,9 26
Pramer Locos I 016 30112017 2 0
Tag DNATiscGen (5U/l) N2505 30/05/2016 0.1 0
Distesbuis 9 pl do Mix em tubos 0,2 + 1,0 ul de DNA
Cileulo do Master Mix Locus DR
Volume em ul
Reagente Lote Validade 2 de maches
x1 o
D-Mix 149 30/09/2016 69 0
Pomer DR 14 30.10.2017 2 0
Tag DNATianGen, (SU/ul ) N2505 30/05/2016 0,1 0
Distribusr 9yl do Mix em twbos 0,2 + 1.0 i de DNA
Cilculo do Master Mix Locus DRB1 HI RESOLUTION
Volume em ul
Reagente Lote Validade x1 N maiten
0
D-Mix 149 30/09/2016 6.9 0,00
Primer DRED 004 30/07/2017 2 0
Taq DNATanGen (5071 N2505 3070572016 0.1 0
Distnbuir 9 Pl do Mix em tubos 0,2 + 1,0 pl de DNA
Cileulo do Master Mix Locus C E DQ
Volume em ul
Reagente Lote Validade x1 3 e waglon
0
D-Mix 149 30/09/2016 6.9 0,00
Prmer C e DO 12/09 10.2016/09.2016 2 [
Tag DNATeaGen (SU/ul) IN2505 30/05/2016 0,1 0
Drstnbuir 9 gl do Mix em tubos 0,2 + 1.0 ul dc DNA

HIST ME HLA1e2/V.
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] 1 | I | 1 |

AMPLIFICACAO
Prog: Hold: $%6°C por Smin
5 oclos: 96°C por 208
60°C por 208
T2°C por 2k
Data: 01.12.2015 Termociclador - HLA - VERITI 30 ados: 96°C por 108
60°C por 155
72°C por 20s
Hold: 72°C poc 10 min
Hold: 4°C infins
DENATURACAO
Re te Lote Validade Volume Ix Volume total
Tampio de Denaturagio 053 30.07.2016 13 00
Tampdo de Neutralizacio 072 30.08.2016 25 0,0
~ 2,5ul de DNA amplificado p/ placa PCR
- 1,3ul de tampio de denaturacio - agitar e incubar a TA 10 min
- 2,5ul de tampio neutralizacio - agitar - amarelo claro
- banho de gelo por 5 minutos
HIBRIDIZACAO
Volume em ul
Reagente Lote Validade Volume em ol
e %1 N e ool
Beads Locus A 014 31/09/2016 0
Beads Locus B 018 30.11.2017 2 0
Beads Locus DR 018 30.10.2017 17 0
Beads Locus DO 009 30/09/216 1 N* o mensies
Tampdo de HibraSzach 064 30.07.2016 ” 0
2 0
17 0
Preparar o mix de hibnidizacio de cada Jocus em tubos de 1,7 mL dists 2% - VOrtexas
Disteibuir 18 pl. do Mix nos pogos correspond de cada Jocus - vortexar - incubar a 60° por 15 min;
Rapidamente 40 ul do tampdo de lavagem - centafugar 5 min (1300g) - Flicar - Acrescentar 40ul ampio
de lavagem - centnfugar 3 min (1300g) - Flicar (2x)
MARCACAO
Volume em ul
Reagente Lote Validade x1 N de 9-22-
SAPE 158 31.12.2015 025 24,00
Tampio SAPE o7 30.07.2016 24,75 2376,00

Preparar o mix conforme o niimero de testes, independente dos locus

Dist:ibm'rZSuLdomixdemzmciocmud:poqo-tg'mZOscg-incubuWSmin

Rapidamente adscionar 40 ul tampio de lavagem - centrifugar ¢ flicar - acrescentar 60ul -

Transfenir p/ placa de ELISA fundo em U,

Levar para Aquisicio no Luminex.

HIST.ME.HLATe2/V.
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Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa - CAPPesq

PROJETO DE PESQUISA

Titulo: ESTUDO DA ASSOCIACAD ENTRE ANTIGENOS DE HLA DR E DQ - EM PENFIGOIDE
BOLHOSO EM PACIENTES BRASILEIROS

Pesquisador Responsdvel: Prof Dr lvan Dieb Miziara Versdo: 1

Pesquisador Executante: Azls Arruda Chagury CAAE: 17049313.1.0000.0063
Finalidade Académica Doutorado

Orientador: Prof Dr tvan Dieb Miziara
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Reglstro on-line: 10827

Niamero do Parecer: 294,201

Data da Relatoria: 05/06/13

Apresentagio do Projeto: O projeto ¢ apresentado de modo claro, com boa redaclo. A revisio
da literatura embasa os objetivos do projeto de pesquisa

Objetivo da Pesquisa; identificar alelos do sistema HLA loci DR e DQ de pacientes brasileiros
portadores de penfigéide bolhoso, identificando aqueles associados a doenga através da

comparagdo da prevaléncla desses alelos com as de um grupo controle,

Avaliaclo dos Riscos e Beneficlos: O risco para os pacientes ¢ minimo, pois o procedimento a
ser realizado é a colheita de amostra de sangue (5 a 10 ml) através de pungdo venosa, Nio

havera beneficios diretos para os pacientes.

Comentdrios e Consideragdes sobre a Pesquisa: Trata-se de projeto de pesguisa bem
formulado. A casulstica é composta por pacientes com diagndstico bem estabelecido de
penfigoide bothoso e que estdo em seguimento na Divisio de Clinica onde serd realizado o
projeto de pesquisa. Os dados do sistema HLA dos pacientes serd comparado aqueles de banco
de dados de individuos normais brasileiros. O or¢amento apresentado é adequado.
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TERMODE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA
DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

| - DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL
1. NOME DO PACIENTE: ..o ettt e e s e ee e s

DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO: ....ovviiiiiiecieie et SEXO: M0 F[J
DATA DE NASCIMENTO: ........ T Lo,
ENDEREGCO: ...cciiiiiite ettt et NO i, APTO: .........
BAIRRO: ....ooiitiiiiiiie et CIDADE: ...ooiiteeeceeeeeee e
CEP:eeeceeeeceeee e TELEFONE: DDD (....... ) e
2. RESPONSAVEL LEGAL: ...viuiieiities ettt ettt ee e enes
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, CUrador, €1C.): ......ccoviureeiririeeee e s e siiieir e e e e e es s esnaneenes
DOCUMENTO DE IDENTIDADE: ......ccceeiiteeiitieeiee s esie e e seieeeeneee s SEXO: M1 F1[I
DATA DE NASCIMENTO: ...... Y S
ENDEREGCO: .....oiiiiiiiieiiiee sttt et ste e eseee s sttn e e srsae e e s s NO.orercieee APTO: ..o
BAIRRO: ..ot et CIDADE: ....cttieitiie et
CEP:.ee e TELEFONE: DDD (....... ) ettt

Il - DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA. “Estudo da associagéo entre antigenos de
HLA — DR e DQ - em pacientes brasileiros com penfigoide bolhoso”

PESQUISADOR: Prof. Dr. Ivan Dieb Miziara
CARGO/FUNCAO: Livre Docente, Médico Chefe do Ambulatério de Estomatologia
INSCRICAO CONSELHO REGIONAL: N° 45484
UNIDADE DO HCFMUSP: Disciplina de Otorrinolaringologia
2. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:

RISCO MINIMO X RISCO MEDIO [
RISCO BAIXO [ RISCO MAIOR [

3. DURACAO DA PESQUISA: 48 meses
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Il - REGISTRO DAS EXPLICAGOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU
REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA CONSIGNANDO:

O objetivo do presente estudo é identificar como a genética do paciente pode estar
associada ao desenvolvimento da doenca Penfigoide. Determinados pacientes foram
escolhidos, segundo alguns critérios, para participar do estudo e, apds essa escolha, os
pacientes podem optar, livremente, se desejam ou ndo participar. Caso optem por participar
do estudo, os pacientes serdo submetidos a coleta de uma amostra de sangue (5-10 ml ou 2
colheres de chd) da veia do antebraco, num determinado local e horario, combinados com o
pesquisador. Todo material de coleta sera novo, estéril e manuseado por profissional
capacitado para o trabalho.

No estudo, ndo ha beneficio direto para o participante, pois se trata de um estudo
experimental que tentara descobrir a causa da doenca para, futuramente, contribuir para o
tratamento dessa enfermidade. Além disso, é garantida a liberdade da saida do estudo a
gualguer momento, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na instituicao.

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela
pesquisa para esclarecimento de eventuais dividas. O principal investigador é o Dr. Azis
Arruda Chagury, que pode ser encontrado na Divisao de Clinica de Otorrinolaringologia no
Instituto Central do Hospital das Clinicas — FMUSP Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 255 —
CEP 05403-900 - S&o Paulo - SP — Brasil, Telefone: +55 11 2661-6288, celular 15
981188687.

Se vocé tiver alguma consideracdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5°
andar — Telefone: 2661-6442 ramais 16, 17, 18 — e-mail: cappesq@hcnet.usp.br.

Seus dados serdo mantidos em sigilo — As informac¢des obtidas seréo analisadas em
conjunto com outros pacientes, ndo sendo divulgado sua identificacdo. O paciente sera
atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas, caso seja necessario e/ou acrescente
alguma melhora para o tratamento do mesmo.

Nao h& compensacédo financeira das despesas pessoais para 0 participante em
gualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas. Também ndo hd compensacéo
relacionada a sua participacao.

Por fim, fica claro o compromisso do pesquisador de utilizar os dados e o material
coletado somente para esta pesquisa.

IV — ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO
SUJEITO DA PESQUISA CONSIGNANDO:
Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informag6es que li ou que

foram lidas para mim, descrevendo o "Estudo da associacédo entre antigenos de HLA DR e
DQ - em pacientes brasileiros com penfigoide.”

Eu discuti com o Dr. Azis Arruda Chagury sobre a minha decisdo em participar nesse
estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propésitos do estudo, os procedimentos a
serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
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esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participagdo é isenta de
despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario.

Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar 0 meu
consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo
ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste
Servigo.

V - INFORMAGOES DE NOMES, ENDEREGCOS E TELEFONES DOS RESPONSAVEIS
PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO EM CASO DE
INTERCORRENCIAS CLINICAS E REACOES ADVERSAS.

Dr. Azis Arruda Chagury — Diviséo de Otorrinolaringologia

Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 255 Tel. (11) 2661-6288 Celular: (15) 9 8118-8687

VI - OBSERVACOES COMPLEMENTARES

VIl — CONSENTIMENTO POS ESCLARECIDO

Declaro que, apés convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me

foi explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa

Séo Paulo, ............ [0 S de 20........
Assinatura do sujeito da pesquisa* Dr. Azis Arruda Chagury
ou representante legal pesquisador

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

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido
deste paciente ou representante legal para a participacédo neste estudo.

Séao Paulo, .......... (o [T de 20.........

Assinatura do responséavel pelo estudo



