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RESUMO

PITIRIASE ROSEA E SUSCEPTIBILIDADE CONFERIDA POR HLA: UM ESTUDO
REALIZADO EM PACIENTES DE ETNIA AFRO-BRASILEIRA

Sandra Maria Bitencourt Miranda

Orientadores: Prof. Dr. Absalom Lima Filgueira
Prof®. Dra. Luciane Faria de Souza Pontes

Resumo da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pds-Graduagao
em Medicina (Dermatologia), Faculdade de Medicina, da Universidade Federal do
Rio de Janeiro - UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtencao do titulo
de Doutor em Medicina (Dermatologia).

Objetivo: Os Antigenos Leucocitarios Humanos (HLA) tém sido intensamente
relatados com fatores de susceptibilidade genética para inumeras doengas. Esse
estudo avalia o potencial de risco genético na Pitiriase résea (PR), através da
tipificagcdo molecular do HLA. Método: O método usado foi, Reagdo em Cadeia
Polimerase, com primers de sequéncia especificas (PCR-/SSP-One Lambda, Inc-
CA-USA), com determinagcdo dos alelos da classe | (HLA-A, HLA-B e HLA-C) e
classe Il (HLA-DRB1, DRB3, DRB4 e DQB5), em 30 pacientes Afro-brasileiros (PR)
e 45 individuos saudaveis do grupo controle (PR-C). Resultado: A analise do
resultado HLA dos grupos mostrou significante, risco relativo RR 4,00, intervalo de
confianga IC 95% 1,20-13,28, valor p 0,018 para o alelo classe Il, HLA-DQB1*04,
detectado em 33,3% PR contra 11,1% PR-C. Observamos ainda, que 3 dos 6 alelos
B*51 e 3 dos 6 alelos B*53 detectados nos pacientes com PR, estavam juntos com o
alelo DQB1*04. Conclusao: A significante predominancia do alelo DQB1*04, nos 30
pacientes PR de etnia afro-brasileira estudados, sugere-nos que este alelo possa
estar envolvido como importante fator na susceptibilidade genética para a PR.
Entretanto, achamos conveniente que a pesquisa seja realizada em populagdes de
outras etnias e preferencialmente com técnicas de alta resolugdo de tipagem do
DNA.

Palavras-chave: Pitiriase résea, antigenos HLA, Dermatologia.

Rio de Janeiro

Outubro / 2005
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ABSTRACT

CORRELATION BETWEEN HLA AND PITYRIASIS ROSEA SUSCEPTIBILITY IN
BRAZILIAN BLACKS

Sandra Maria Bitencourt Miranda

Orientadores: Prof. Dr. Absalom Lima Filgueira
Prof®. Dra. Luciane Faria de Souza Pontes

Abstract da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pds-Graduagao
em Medicina (Dermatologia), Faculdade de Medicina, da Universidade Federal do
Rio de Janeiro - UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtencao do titulo
de Doutor em Medicina (Dermatologia).

Objectives The human leukocytes antigen (HLA) has been intensely related to
susceptibility factors of several diseases. This study is aimed at the potential genetic
susceptibility of patients with Pityriasis rosea (PR) through HLA molecular typing
analysis. Methods The method of choice was Polymerase chain reaction with
sequence-specific primers ((PCR-/SSP) low resolution typing kits, with determination
of the alleles class I, (HLA-A, HLA-B, and HLA-C) and class |l (HLA-DRB1,
DRB3,DRB4,DRB5, and DQB1) performed in 30 Afro-Brazilian PR diagnosed
patients and 45 healthy individuals, the control group (PR-C). Results The analysis
of the HLA typing results showed that the relative risk (RR) of 4.00 (95% confidence
interval (95% CI) 1.20-13.28, two-tailed p = 0.018) for allele HLA-DQB1*04 class I,
detected in 33.3% of PR patients, was significant. By contrast, the control group had
only 11.1% of subjects had that allele. Three out six B*51 alleles and three out of six
B*53 alleles detected in PR and were found, together with the allele DQB1*04.
Conclusion We suggest that alleles DQB1*04 may be involved in the genetic
susceptibility of PR based on the significant predominance of those alleles observed
in the black PR patients. We also recommended that more studies are conducted on
populations of other ethnic origins, preferentially with higher resolution techniques of
DNA typing.

Key words: pityriasis rosea, HLA antigens.

Rio de Janeiro
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1 INTRODUCAO

Pitiriase résea (PR) € uma dermatose inflamatéria de evolugdo aguda ou
subaguda, clinicamente caracterizada por lesbes eritémato papulo-escamosas, de
curso definido, evolugao autolimitada e etiologia desconhecida. Ambos 0s sexos séo
acometidos e é mais frequentemente observada em jovens na faixa etaria entre 10 a
35 anos. Nao apresenta predilecao racial sendo, desse modo, observada em todo o
mundo.

Atualmente, duas hipoteses sdo as mais admissiveis na explicacdo da
provavel causa da doengca. A causa infecciosa, viral ou bacteriana apodia-se
principalmente nas caracteristicas clinicas e epidemiolégicas da doenga. No entanto,
tal proposicao, devido aos controversos resultados das recentes pesquisas, ainda
nao esta totalmente esclarecida.

A hipétese auto-imune de predisposi¢cao genética, apesar do crescente apoio
da comunidade cientifica, também necessita de provas mais elucidativas para a sua
consolidacao.

O ainda real desconhecimento de sua etiologia apesar das inumeras
pesquisas, a sua incidéncia relativamente comum nos ambulatorios de dermatologia
e o fato de nao ser considerada uma doenca transmissivel, devido aos poucos
relatos de casos em ambientes chamados “fechados”, motivaram-me a elaboracao
desse estudo.

O objetivo do trabalho foi o de verificar um possivel fator de susceptibilidade
genética na Pitiriase résea (PR), através da analise comparativa da frequéncia

fenotipica por meio de tipificagdo molecular de grupos alélicos, dos antigenos



leucocitarios humanos (human leukocyte antigens - HLA) classe | e classe Il
Utilizamos o método da reacdo em cadeia da polimerase com iniciadores de
sequéncia especifica (Polymerase Chain Reaction with Sequence-specific Primers -
PCR-SSP), e Kits de baixa resolugdo, em 30 pacientes com PR e 45 individuos
(grupo controle) todos de etnia afro-brasileira e residente na regido sudeste do pais,
regidao metropolitana de Vitdria, ES.

Para o estudo escolhemos uma amostragem populacional que apesar de ter
sofrido certo grau de miscigenacéao, exibia evidentes os tragos fenotipicos comuns
aos a raga negra.

Buscando maior confiabilidade nos resultados encontrados, acrescentamos
ao estudo a analise comparativa com outras populacbes de semelhante etnia,
envolvendo HLA em amostragens populacionais saudaveis e divulgados na literatura
especializada, realizados no Brasil e na populacao afro-americana. Isto, devido ao
fato de nao ter sido encontrado na revisao literaria, trabalho anterior de tipificacdo de

HLA na PR que pudesse servir como referencial.



2 OBJETIVOS

2.1 PRINCIPAL

Estudo da susceptibilidade genética da Pitiriase roésea pela tipificacdo
molecular dos antigenos leucocitarios humanos (HLA) classe | e classe Il, pela
técnica da reagdo em cadeia da polimerase com iniciadores de sequéncia
especifica, (Polymerase Chain Reaction with Sequence-specific Primers-PCR-SSP),
em 30 pacientes com PR de etnia afro-brasileira, residentes na regidao sudeste do

pais, regido metropolitana de Vitdria, ES.

2.2 SECUNDARIO

Avaliar os resultados encontrados, tendo como parametro outros estudos

realizados de tipificacdo de HLA, em amostragem populacional considerada

saudavel de etnia negra realizados no Brasil e na populag&o afro-americana.



3 REVISAO LITERARIA

3.1 PITIRIASE ROSEA

3.1.1 Aspectos Gerais

Pitiriase résea (PR) € uma doenca inflamatdria aguda ou subaguda da pele,
de curso evolutivo definido, autolimitado e de etiologia desconhecida. Clinicamente é
caracterizada pelo aparecimento de tipicas lesdes, eritemato-papulo-escamosas,
que regridem espontaneamente, sem deixar cicatrizes num periodo médio de 4 a 8
semanas. Atinge todas as idades, todavia, € mais habitualmente observada na faixa
etaria entre 10 e 35 anos de idade. (NILES; CLUMP, 1940).

A doencga é considerada uma afecgao de pele de incidéncia relativamente
comum, correspondendo aproximadamente 0,6% a 2% dos atendimentos nos
ambulatérios de Dermatologia. (PARSONS, 1986).

Usualmente apresenta comportamento sazonal, e as pequenas alteracdes
da incidéncia de ano para ano, sao consideradas como estaticamente
insignificantes.

Foi inicialmente descrita por Camille Melchior Gibert (1860). O termo
“pitiriasis” deriva do grego, que significa “escamas finas” e “résea” do latim, igual a
“salmao” ou “pink” em inglés. Todavia, possivelmente a doenca foi anteriormente
citada por Willian (1798) como "roseola anulata”, por Rayer (1828) como “eritema
anulatum” e por Wilson (1857) como “liquen anulatus”.

Mas devemos a Gibert a sua denominacgao e a descrigdo das tipicas lesdes

da doenca. (GIBERT, 1860 apud PERCIVAL, 1932).



Posteriormente, varios aspectos clinicos e as variedades atipicas foram
acrescentados ao estudo da doencga, que so6 foi reconhecida como uma entidade
nosoldgica em 1900.

Vidal (1882), ao relatar a presenga de microsporum nas lesdes de PR, deu
inicio aos inumeros trabalhos na busca do esclarecimento de sua etiopatogenia.

Apesar da plausivel origem viral, trabalhos recentes mostraram resultados
conflitantes na confirmacédo do agente causal responsavel pela doenca. (CHUH;
CHIU, PEIRIS, 2001; CHUH; CHAN; ZAWAR, 2004 e DRAGO et al, 1997ab; KEMPF
et al, 1999; KOSUGE et al, 2000).

Igualmente plausiveis outros fatores, levam a aceitacdo de que a PR possa
ser de causa multifatorial, induzida por antigenos infecciosos ou nao infecciosos
(drogas), definindo deste modo a hipotese auto-imune e a susceptibilidade genética

para PR. (BURCH; ROWELL, 1970; CHUH; CHAN; ZAWAR, 2004).

3.1.2 Epidemiologia

A pitiriase rosea nao apresenta predilecio racial e tem distribuicao universal.
(PERLMAN; LUBOWE, 1952). Um estudo realizado no Brasil com 146 casos no
estado do Parana evidenciou uma significativa predominancia (86%) em individuos
de cor branca. (MINELLI, 1984).

A doenca acomete ambos os sexos, mas alguns estudos epidemioldgicos
demonstraram discreta predominancia no sexo feminino. (CHUANG et al, 1982;
NILES; CLUMP, 1940; PERCIVAL, 1932; WEISS; LANE; SHOWMAN, 1927).

Normalmente, apresenta incidéncia sazonal, com algumas variagdes
dependendo da situagado geografica ou climatica do pais. Nos paises temperados

comumente €& mais observada nos meses do outono, primavera e inverno.



(BJORNBERG; HELLGREN, 1962). Na América do Norte € mais prevalente nos
meses frios (CHUANG et al, 1982) ou no inicio da estagdo das chuvas. (OLUMIDE,
1987). Estudo realizado no Sudao também constatou maior incidéncia nos meses
chuvosos. (AHMED, 1986).

Trabalhos realizados no Brasil e em Singapura demonstraram, em ordem
decrescente, maior incidéncia da doenga nos meses do outono, primavera, inverno.
(CHEONG; WONG, 1989; MINELLI, 1984; SOUZA SITTART; TAYAH; SOARES,
1984). Variagdo sazonal da doenga nao foi notada em paises como: Uganda
(VOLLUM, 1973), Nigéria (JACYK, 1980), Turquia (HARMAN et al, 1998) e
Singapura (TAY; GOH 1999).

A prevaléncia estimada na populagdo em geral esta entre 0,13 a 0,14%.
(CHUANG et al, 1982). No Brasil estima-se que sua incidéncia em relagdo a
populagcao, esteja por volta de 0,39%. (SOUZA FILHO, 1998; SOUZA SITTART,;
TAYAH; SOARES, 1984). Além disso, é considerada uma doenga de pele
relativamente comum, correspondendo em torno de 1 a 3 % das dermatoses
atendidas em clinicas dermatolégicas. (BJORNBERG; HELLGREN, 1962).

Atinge todas as idades, no entanto é mais habitualmente observada em
criangas e adultos jovens, entre 10 a 35 anos. Raramente afeta criangas com menos
de 10 anos, e adultos idosos.

O acometimento em criancas menores de 2 anos tem sido descrito em
apenas 0,1% a 0,3% dos casos. (HENDRICKS; LOHR 1979; REPISO et al, 1995).
No entanto, existe relato de PR em crianca de 3 meses e em idoso de 83 anos.
(BJORNBERG; HELLGREN, 1962; HYATT, 1960).

A PR nao é considerada uma doenca transmissivel e sdo poucas as citagoes

na literatura de casos de ocorréncia em familiares, escolas, estabelecimentos



militares ou em outros ambientes fechados. (MESSENGER et al, 1982; MILLER,
1941; TRAORE et al, 2001).

Recidiva é raramente descrita, equivalendo em torno de 2,8% dos casos.
(BJORNBERG; HELLGREN, 1962; PARSONS, 1986). Chuang et al, (1982), num
estudo de 939 pacientes com PR observou recorréncia de recidiva em apenas 17
dos casos (1,8%) num periodo de 4 a 5 anos de acompanhamento. Podemos
considerar um caso como recidiva, quando o paciente apresenta outro quadro
eruptivo da doenca num intervalo maior do que 12 meses apdés a cura da
manifestacdo anterior. Intervalos menores sao tidos como episoddios de
exarcebacdo. Existem ainda relatos de PR de evolugdo mais prolongada 5 a 6
meses de duragao, (NILES; CLUMP, 1940) e casos bastante crénicos de até 5 anos
de evolugdo, que normalmente cursam com periodos de reativacdo da doenca em

intervalos inferiores a 1 ano, PR recorrente. (HALKIER-SORENSEN, 1990).

3.1.3 Etiologia

Apesar das varias hipoteses sugeridas, a etiologia da PR ainda permanece
desconhecida.

Inicialmente, devido ao aspecto morfoldgico das lesdes, os fungos foram os
primeiros a serem considerados como o0s provaveis agentes causais. Vidal (1882) e
Brocqg (1887) comunicaram a detecgdo de micélios de Microsporum anomoeon nas
escamas provenientes da lesao da placa mae, mas em seguida constatou-se que os
tais micélios tratavam-se de artefatos. (THOMSON; CUMINGS, 1931).

QOutras causas, como picadas de inseto também foram atribuidas para
explicar a doenga. No entanto, em seguida observou-se a ocorréncia de lesdes de

‘placa mae” em sitios de cicatrizes antigas provocadas nao s6 por picadas de



insetos, mas também por inje¢cdes intramusculares e ferimentos provocados por
armas de fogo, sugerindo assim a existéncia de provavel resposta isomorfica.
(LAUDE, 1981).

Wile (1927) obteve transmissdo experimental, ao provocar o aparecimento
de lesbes semelhantes a PR em voluntarios, apds injecao via percutanea de material
adquirido através de escarificagdes de lesdes primaria ou secundaria de PR.
Todavia, as analises bacterioldgicas do material colhido foram totalmente negativas.

Ainda em 1927, Périn (1927) mencionou a doenga como uma forma abortiva
de impetigo contagioso, e considerou o estreptococo como o provavel agente causal
da doenca.

Alguns autores associaram a PR ao exantema tdxico, portanto a doenca
seria determinada por uma infecgdo gastrointestinal oculta. Ao mesmo modo,
doengas como, sifilis e tuberculose foram igualmente citadas na etiologia da PR.
(BENEKET, 1942).

Em 1962, Bjornberg e Hellgren, fizeram referéncia a presenga mais
freqlente de PR em pacientes com furunculo, carbunculo e impetigo. (BJORNBERG;
HELLGREN, 1962).

Os autores ao mesmo tempo, valorizaram na patogenia da doenga a
importancia de alguns fatores precipitantes tais como: gravidez, asma, eczemas,
dermatite seborréica e medicacoes.

Outro argumento interpretado como a favor da causa infecciosa, foi o relato
de alguns casos que tiveram o curso evolutivo da doenga reduzido, pelo tratamento
com gamaglobulina ou plasma especifico de convalescentes. (SALIN; CURTIS;
WHEELER, 1957).

A causa psicogenética foi também sugerida na etiologia da doenga, isto se



deve a constatacdo de ser a PR mais usualmente diagnosticada em pessoas sob
estado de grande estresse. (BJORNBERG; HELLGREN 1962; GARRIE; GARRIE,
1978).

Também, o Mycoplasma pneumonie foi citado como o provavel agente
determinante da doencga. (GRAYSTON et al, 1965). Chuang et al, ressaltaram a
associagao da PR com recente infecgao do trato respiratério superior (CHUANG et
al, 1982). Em seguida, um estudo de seguimento utilizando a mesma amostragem
dos casos de PR e de 249 casos pertencentes ao grupo controle do trabalho
anterior, os autores confirmaram uma pequena, mas estatisticamente significante
associacdo entre PR e infeccdo bacteriana do trato respiratorio superior e a
ressaltaram como um importante fator determinante da doenga. (CHUANG et al,
1983).

Posteriormente, Hudson et al (1981) n&o verificaram evidéncias de infecgao
pelo Micoplasma pneumoniae nos casos de PR. (HUDSON; ADELMAN; LEWIS,
1981). Neste estudo foi realizada pesquisa de anticorpos para o antigeno, especifico
em 23 casos na fase aguda e em 11 na fase de convalescenga da doenca.

Semelhante investigacdo foi feita em outros 30 pacientes de PR, mas
apenas 1 apresentou significante elevagao dos titulos de anticorpos para a bactéria.
(ISHIBASHI; UEDA; FUJITA, 1985).

Recentemente, Chuh e Chan, através de estudos soroldgicos, nao
detectaram associagao entre PR e comuns agentes etiolégicos de infecgao do trato
respiratorio superior tais como: Legionella, Clamidia e Micoplasma (CHUH; CHAN,
2002).

A hipdtese infecciosa viral, presentemente considerada por muitos autores a

mais admissivel, alicerca-se, sobretudo nas caracteristicas clinicas e
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epidemioldgicas da doenga assim como: ocorréncia sazonal, involugdo espontéanea,
sintomas prodrémicos, baixa incidéncia de recidiva e aumento da prevaléncia em
estados como gravidez e outros que proporcionam decréscimo da imunidade.
Acrescidos a esses fatores, existem ainda alguns relatos de PR ocorridos em
familiares, estabelecimentos militares e educacionais. (Messenger et al, 1982;
MILLER, 1941; TRAORE et al, 2001).

A citacdo da ocorréncia, em alguns casos, de discreto aumento da
velocidade de hemossedimentagao eritrocitaria, VHS. (BJORNBERG; HELLGREN,
1962). Decréscimo transitério dos linfocitos T e o numero aumentado de linfocitos B
na fase aguda da doencga, (KERMANI-ARAB; ROBERTS; LESLIE, 1978) sdo dados
que, para muitos, justificam a hipétese infecciosa.

A presenga no exame histopatolégico de células disceratéticas, vista em
55% dos casos e o casual achado de células gigantes multinucleares na epiderme,
foi igualmente interpretado por alguns pesquisadores como um argumento a mais, a
favor da origem viral para PR. (OKAMOTO et al, 1982).

Ainda a favor da causa infecciosa sédo as citacdes na literatura veterinaria,
de casos semelhantes a PR em suinos, com acometimento de varios animais da
mesma ninhada. Esta moléstia € conhecida por “dermatite pustular psoriasiforme
juvenil” dos porcos. E esporadicamente acomete os animais jovens de 8 a 12
semanas de idade. (CORCORAN, 1964; DAVIS; KYLE, 1969).

Raskin em 1968 ressaltou ainda mais a causa viral, ao mencionar seus
achados através de estudos pela microscopia eletronica (ME) de particulas
intranucleares, similares a picornavirus na pele de macacos verdes africanos
mantidas em cultura de tecido, previamente inoculados por suspensao de escamas

de lesdes de PR. (RASKIN, 1968). Posteriormente, Metz (1977), do mesmo modo
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evidenciou particulas intracitoplasmaticas e intranucleares nos ceratinocitos da
epiderme analogas ao picornavirus. (METZ,1977). lIgualmente, Aoshima et al
(AOSHIMA; KOMURA; OFUJI, 1981) mencionaram o encontro de particulas
similares a togavirus ou arenovirus nos ceratindcitos de lesdes provenientes da
placa méae.

Entretanto, Aracting et al, por meio de hibridizacdo “in situ” nao
comprovaram infeccéo por picornavirus em material obtidos de bidpsias em areas de
pele normal e lesional em voluntarios com PR. (ARACTINGI et al, 1996).

Os virus responsaveis pelas viroses respiratorias (adenovirus, virus
influenza A e B, parainfluenza 1 e 2 e virus respiratério sinciciais), foram afastados
como possiveis agentes etioldgicos, por meio de estudos sorolégicos de fixacdo de
complemento e pesquisa de anticorpos em pacientes, na fase aguda e de
convalescenga de PR. (HUDSON; ADELMAN; LEWIS, 1981).

Outros virus como: citomegalovirus (CMV) e Epstain-Barr virus (EBV) e
parvovirus B19, foram ainda estudados, entretanto, as pesquisas ndo demonstraram
associacgao entre a PR e esses virus. (BONAFE et al, 1982; CHUH, 2002).

Em 1997, Drago et al, foram os primeiros a associarem a infecgao pelo
herpes virus humano (HHV-7) com a provavel causa da PR. (DRAGO et al, 1997ab).
Os estudos foram realizados com microscopia eletrénica (ME) e reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) em amostras de biopsias de pele, plasma e células
mononucleares do sangue periférico (PBMC), em 12 pacientes com PR, em 25
pessoas saudaveis e em 12 pessoas com outras afecgdes de pele. Os autores
observaram indicios de positividade do DNA do HHV-7 em 100% nas amostras do
plasma, PBMC e nas biopsias de pele dos casos de PR, contra negatividade de

particulas virais no grupo controle no plasma e nas amostras de pele em todos os
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individuos. No PBMC a positividade ocorreu em 11 voluntarios do grupo controle.
Baseados nos resultados encontrados, concluiram que a PR poderia ser
determinada pela reativagdo do HHV-7. (DRAGO et al, 1997ab; DRAGO et al, 2002).

Mais recentemente, os autores receberam apoio de Watanabe et al, em
similar pesquisa, onde incluiram o estudo do HHV-6. Eles aludiram que PR esteja
relacionada a infeccdo sistémica ativa, de ambos os virus HHV-6 e HHV-7.
(WATANABE et al, 2002).

Todavia, resultado contraditério foi observado por Kempf et al, (1999) num
trabalho analogo ao do Drago usando PCR para detec¢céo do HHV-7. (KEMPF et al,
1999). Os autores encontraram positividade em apenas 8% nas amostras das lesdes
de PR e em 14% nas pessoas do grupo controle. O autor posteriormente em um
artigo de revisdo questionou a origem viral para PR. (KEMPF; BURG, 2000).
Também (KOSUGE et al, 2000) em uma analise para HHV-6 e HHV 7 por meio do
PCR e imunofluorescéncia concluiram que estes virus ndo seriam o0s provaveis
agentes causais da PR.

Em 2001, Wong et al, (2001) constataram negatividade pelo PCR para HHV-
6 e HHV-7 em todas as amostras de biopsias em 24 pacientes com PR. Na mesma
época Chuh et al, em trabalho visando a identificacdo pelo PCR dos virus HHV-7 e
HHV-6 em amostras de pele, plasma e PBMC, em 15 pacientes de PR na fase ativa
e de convalescenga da doenga e em 15 pessoas do grupo controle, nao
demonstraram provas de infecgdo ativa dos virus em ambos os grupos. (CHUH;
CHIU; PEIRIS, 2001).

Em 2002, Drago et al, num estudo de 21 pacientes na fase aguda da PR,
através de exames pela ME observaram em 15 pacientes evidéncias de particulas

virus-like. (DRAGO et al, 2002). Porém, ao mesmo tempo a associag¢ao entre o HHV
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-7 e a patogénese da PR foram questionadas mais uma vez por Karabulut et al, em
pesquisa realizada para identificagdo do HHV-7 por PCR n&o observaram
substancial positividade em amostras de biopsias referentes a 21 pacientes de PR.
(KARABULUT et al, 2002).

A suposigao de ser a PR determinada por agentes néo infecciosos exégenos
(drogas) ou agentes enddgenos (auto-antigenos — neoplasias) motivaram a hipotese
auto-imune para PR, proposta inicialmente por Burch e Rowell. (BURCH; ROWELL,
1970). Os autores sugeriram que a PR poderia ser provocada por uma mutagao
genética por diversos estimulos antigénicos em pessoas geneticamente
predispostas.

Outro argumento a favor dessa causa e o relato de alguns casos com
admissivel resposta isomorfica da pele para trauma como lesdes em sitios de picada
de insetos e de cicatrizes. (GIBNEY; LEONARDI, 1997; LAUDE, 1981; THUHAN,
1984).

Takaki et al, (TAKAKI; MIYAZAKI, 1976) demonstraram presengca de
anticorpos da classe IgM e ou C3, no soro e no citoplasma do ceratinécitos em
lesdes de PR. Estudos realizados por Mobacken et al (1983) ndo comprovaram a
presenca desses anticorpos no estagio secundario da PR.

Pesquisas por tipificacdo no tecido e ME, detectaram a presenca de
antigenos linfocitarios humano da classe HLA-DR, na superficie dos ceratindcitos
adjacentes a células de Langerhans, além da confirmagdo da maior presenca
dessas células no infiltrado perivascular pelo uso do anticorpo monoclonal OKT6.
(AIBA; TAGAMI, 1985). Tal achado pode explicar a casual presenca de disceratose
nos ceratinocitos adjacentes a células de Langerhans. (EL SHIEMY et al, 1987).

Em acréscimo a esta suposicdo, a PR tem sido também relatada em
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pacientes com doenga de Behcet. (DURUSOY; ALPSQOY; YILMAZ, 1999).
Recentemente, estudo comparativo demonstrou maior positividade de
anticorpos antinucleares (ANA), em 18 pacientes com PR, o0s quais néo
apresentavam histéria familiar e pregressa de doengas auto-imunes. (CHUH 2003a).
No entanto o autor ponderou que este estudo deva ser estendido em uma

amostragem maior de pacientes com PR.

3.1.4 Quadro clinico

A PR geralmente é doencga assintomatica e em cerca de 80% apresenta um
quadro clinico tipico tanto em lesbes dermatolégicas como em curso evolutivo.
Porém, aproximadamente 5% dos casos podem apresentar sintomas prodrémicos
tais como: cefaléia, artralgias, astenia, vomitos e diarréia.

Outros sintomas sugestivos de infecgao como: tonsilite, amidalites, faringites
e de linfoadenopatia generalizada, podem mais raramente ser referidos como
prédromos. (ALLEN; JANNIGER; SCHWARTZ, 1995; CRISSEY, 1956; PARSONS,
1986).

A lesédo clinica inicial ou precursora é conhecida por “herald patch”,
‘medalhdo” ou “placa mée”’. (BROCQ, 1887). Esta lesdo ocorre em
aproximadamente 50% a 94 % dos casos como uma unica placa, solitaria eritemato-
escamosa, de crescimento centrifugo, de forma arredondada ou ovolada, medindo
cerca de 2 a 10 cm de diametro. O centro da lesdo tem aparéncia mais clara e a
borda externa é mais rosea e exibe um delicado “colarette” periférico de escamas
finas. (NILES; CLUMP, 1940; STULBERG; WOLFREY, 2004).

A lesdo da “placa mae” geralmente precede em média 7 a 14 dias o

aparecimento das lesdes secundarias. Este intervalo entre o aparecimento da placa
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mae e a erupgao generalizada € conhecido por “periodo de incubagao secundario.”
Porém este periodo pode ser bastante curto, com apenas 3 horas, ou alongar-se por
3 meses.

A “placa mae” habitualmente € mais observada na regido anterior do térax,
podendo em ordem decrescente ocorrer em outros sitios tais como: pescocgo, dorso,
abdome e raiz das extremidades. Além disso, mais raramente outras localizacbes
tém sido referidas tais como: regidao frontal, nariz, genitalia e dorso dos pés.
(BJORNBERG; HELLGREN, 1962).

”

O segundo periodo da doenga conhecido por, “erupgéo secundaria,” “rash”
secundario ou periodo eruptivo, caracteriza-se pelo aparecimento de multiplas
lesdes eritémato, papulo-escamosas de aspecto semelhante a placa méae. Contudo,
estas lesbes sdo menores e medem cerca de 0,5 a 1,5 cm de didametro.

Freqlentemente, se localizam no pescogo, tronco e raiz dos membros,
(PARSONS, 1986). No tronco, as lesdes geralmente se distribuem em paralelo, ao
longo das linhas de clivagem da pele “Langer's lines”, dando o tipico aspecto
descrito como “arvore de natal” - Christmas tree. (CRISSEY, 1956).

O curso evolutivo das lesdes secundarias em regra aumenta em intensidade
por um periodo de até 2 semanas, seguido por um periodo de estabilizagao
resultante da resolucdo das primeiras lesbes e sucessivamente o aparecimento de
outras lesdes, que surgem gradativamente em menor intensidade. Por conseguinte,
podemos verificar lesdes em diferentes estagios evolutivos. O estagio secundario
geralmente regride em 2 a 4 semanas. Totalizando a doenga, fase inicial com o
aparecimento da placa mae e a erupg¢ao secundaria correspondem a uma evolugao

total média de 8 semanas, podendo se estender até 12 semanas. Entretanto,

existem casos mais crénicos de 6 meses evolugdo. (BJORNBERG; HELLGREN,
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1962) e casos recorrentes, que cursam com episoédios de recorréncia, com 5 anos
de duragéo. (HALKIER-SORENSEN, 1990).

Normalmente, a PR resolve sem deixar cicatrizes, contudo, alguns casos
podem determinar lesdes de hipercromia e hipocromia residual pds-inflamatoria
(NILES; CLUMP, 1940), e em um caso em associacao com distrofia ungueal apds
PR. (BJORNBERG; HELLGREN,1962).

Prurido € um sintoma relativamente comum na PR, mas em regra é de
pouca intensidade. Obstante, tendo sido descrito como grave em cerca de, 25% dos
casos. (ALLEN; JANNIGER; SCHWARTZ, 1995; PARSONS, 1986).

Lesbes orais podem ocorrer e lembram as aftas. Jacyk et al, encontraram
lesbes orais em 9% num estudo de 138 pacientes nigerianos com PR. (JACYK et al,
1980).

Para alguns autores a lesdo oral pode ser mais freqiente e pbr ser
geralmente assintomatica, € pouco relatado. Um estudo na clinica de Cleveland
mostrou uma incidéncia de 16% lesbes orais dos casos estudados. (VIDIMOS;
CAMISA, 1992). As lesbes orais podem apresentar-se como: hemorragias
puntiformes, erosdes ou ulceracbes, lesdes anulares e maculas ou placas
eritematosas. (KAY; RAPINI; FRITZ, 1985).

As palmas das maos podem ser acometidas em 7% dos casos e as plantas
dos pés em 2%. (BAKOS, 1986; CHUANG et al, 1982).

Formas atipicas de PR tém sido descr



17

A PR cefélica, inversa, unilateral, localizada e a variante acral, sdo formas
atipicas de PR relacionadas com a distribuigcdo topografica das lesbées. (HURLEY,
1961). A PR résea pode apenas manifestar-se como uma unica leséao inicial a placa
mae. Essa forma e a PR localizada sdo consideradas formas abortivas da doenca.
(AHMED; HOLMES, 2000; DEL CAMPO et al, 1983).

A PR inversa caracteriza-se pela presenca de lesdes localizadas na face,
axila, pescoco, couro cabeludo, virilhas e sdo mais frequentemente descritas em
negros (MACLAURIN, 1983) e em criangas. (HARTLEY, 1999; HENDRICKS; LOHR,
1979; IMAMURA et al, 1985). Quando a doenga se apresenta com poucas lesdes de
dimensao grande e aparéncia similar a da placa mae, € conhecida por PR gigante
‘gigantea”.

Essas lesbes podem assumir grandes proporgdes e adquirir aspecto
circinado, geralmente limitado no tronco, € conhecida por “Pytiriasis circinata et
marginata of Vidal’. Essa forma atipica de PR se diferencia também por apresentar
um curso evolutivo prolongado. (PARSONS ,1986; VIDAL, 1882).

Em relacdo a morfologia das lesdes sdo descritas as variantes: PR papular,
liquenoide, generalizada esfoliativa, PR purpurica (hemorragica). (PALLER et al,
1982; PIERSON; DIJKSTRA; ELSTON, 1993; SEZER et al, 2003; VERBOV, 1980),
PR urticada, eritema multiforme-like, PR pustular e PR vesicular. (WEISS; LANE;
SHOWMAN, 1927).

A variedade papular, € mais comum em criangas, mulheres gravidas e em
negros. A forma urticarial tem sido mais notada em pessoas sob grande estresse.
(NILES; CLUMP, 1940) A presenca de lesbes em forma de “iris” tipicas do eritema
multiforme da origem a forma eritema multiforme-like da PR. (FRIEDMAN, 1987).

A forma vesicular também é mais usualmente observada em criangas e
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jovens. As lesdes vesiculares podem ser generalizadas e geralmente incluem as
regides palmar ou plantar. (BAKER, 1971; GARCIA 1976; MIRANDA; LUPI; LUCAS,
2004; WEISS; LANE; SHOWMAN, 1927).

Apesar da diversidade do quadro clinico das variantes atipicas da PR, capaz
de sugerir maior gravidade, normalmente n&o existe alteracdo no curso evolutivo e
do progndstico da doenga. (ALLEN; JANNIGER; SCHWARTZ, 1995; IMAMURA et

al, 1985; PIERSON; DIJKSTRA; ELSTON, 1993; TRUHAN ,1984).

3.1.5 Exames complementares

Solicitagdo de reagdes sorolégicas nao treponémicas, “venereal disease
reference laboratory” (VDRL) ou “rapid plasma reagin” (RPR), sdo imprescindiveis
para diagnostico diferencial com a sifilis secundaria. Em alguns casos, devido ao
fendbmeno prozona, o FTA-ABS “fluorescent treponemal antibody absorption” deve
ser requerido. Em casos atipicos e severos devemos solicitar a sorologia de
anticorpos anti-HIV 1-2.

Também em alguns casos, o exame micolégico direto e cultura, podem ser
necessarios para afastar o diagnéstico de dermatofitose, especialmente nos casos
que apresentam exclusivamente a placa méae ou na PR de largas placas.

O hemograma e a velocidade de hemossedimentacao (VHS) podem ser
solicitados quando o diagndstico diferencial de viroses se impde. Relativa, elevagao
da VHS, leucocitose, linfocitose e neutrofilia, ttm sido demonstrados na fase inicial
da doencga. Relativo aumento da taxa de a4 e ay globulinas e albumina podem ser
ainda detectados. (BJORNBERG; HELLGREN, 1962; OLUMIDE, 1987)

Finalmente, durante a fase aguda da doenga pode ocorrer alguma redugao

dos linfécitos T e pequena elevagao dos linfécitos B circulantes. (KERMANI-ARAB;
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ROBERTS; LESLIE, 1978).

3.1.5.1 Exame histopatoldgico

A histopatologia da PR nao é especifica e mostra um quadro de uma
dermatite inflamatdria aguda ou subaguda.

Padrao este comumente observado no grupo dos eczemas, carecendo
assim de uma boa correlagéo clinico-patolégica para o diagnéstico histopatolégico
compativel. Nao existe diferenga no quadro histolégico entre as lesdes da placa méae
e nas lesdes do surto eruptivo. (PANIZZON; BLOCH, 1982).

Geralmente caracteriza-se por apresentar na epiderme, paraceratose focal,
hipogranulose, moderada acantose, espongiose e discreta exocitose. Além de
infiltrados inflamatoérios perivasculares, constituidos por células mononucleares
localizado principalmente na derme papilar.

Podemos casualmente verificar presenca de células disceratoticas e células
gigantes multinucleares na epiderme. (OKAMOTO et al, 1982). Também a
observagdo eventual de disceratose acantolitica focal ndo invalida o diagndstico
compativel com PR. (STERN; WOLF JR; ROSEN, 1979). A auséncia ou reducgao da
camada granulosa sem concomitancia de paraceratose suprajacente, é outro
aspecto citado na PR. (PANIZZON; BLOCH, 1982). As formas vesiculosas da PR
podem apresentar vesicula espongiotica intraepidérmica. (ACKERMAN ,1978).

Freqlentemente podemos ainda notar extravasamento de hemacias sem
evidéncia de vasculite da derme papilar. Tal quadro é especialmente visto nas
formas purpuricas da doenga. As lesdes antigas podem mostrar um relativo aumento
de eosindfilos no infiltrado inflamatério dificultando deste modo, o diagndstico

sugestivo de PR. (ACKERMAN ,1978).
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Assim sendo a presenca de alguns aspectos histopatoldégicos acima
mencionados, dependem principalmente da forma clinica da PR da fase evolutiva da

lesdo analisada.

3.1.6 Diagnéstico Diferencial

Apesar ser a PR uma doenca, habitualmente apresenta tipico quadro clinico
a lesao inicial “placa mée” ou a PR de grandes placas podem mimetizar, tinha
corporis e o eczema numular.

Na fase secundaria da doenga faz-se sempre necessario o diagndstico
diferencial com a sifilis secundaria que deve ser sempre descartada, por meio dos
exames soroldgicos nao treponémicos tais como: RPR e VDRL e mais raramente o
FTA-ABS. Autores enfatizam que em 18% dos casos de sifilis secundaria foi
inicialmente diagnosticado como PR. (HORN; KAZAKIS, 1987; BENEDEK, 1949).

Por se incluir no grupo das doencgas eritemato-escamosas algumas vezes €&
imprescindivel o diagnéstico diferencial com a psoriase gutata e parapsoriase.
(ESLICK, 2002) Em caso generalizado pode prestar confusdo com a dermatite
seborreica eritrodérmica. Liquen plano, outras erupg¢des liquendides a drogas,
pitiriase liquendide variceliforme aguda (PLEVA) e escabiose podem lembrar a PR
papular e liquendide. (ROOK; WILKINSON; EBLING, 1998). Em criangas, a PR
invertida pode sugerir a doenca de Gianotti-Crosti. (BJORNBERG; HELLGREN,
1962; PARSONS, 1986).

O acometimento preferencial da PR pelo tronco, aspecto em “arvore de
natal” e a frequente hiperpigmentacdo pds-inflamatoéria, nas recentes lesdes
involutivas, pode eventualmente sugerir o diagnostico de erytema dischromicum

pertans. (LAMBERT; SCHWARTZ; HAMILTON, 1986).
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Além disso, quadros eczematosos como eczemas numular podem lembrar a
PR. Igualmente, linfoadenomegalias e a presenca de lesdes na mucosa oral podem
induzir o diagndéstico de doenga viral exantematica.

Erupcdo a drogas “pityriasis rosea-like” necessitam sempre ser descartada
através de uma minuciosa anamnese. Varios medicamentos tém sido relacionados
como indutores de PR-like, barbituricos, cetotifeno (WOLF R; WOLF D; LIVNI, 1985)
captopril (WILKIN; HAMMOND; KIRKENDALL, 1980), cloroquina (CORKE et al,
1983), ouro (WILE, 1940), arsénico, (BJORNBERG; HELLGREN, 1962) isotretinoina,
(HELFMAN; BRICKMAN; FAHEY, 1984), penicilamina, metronidazol, (MAIZE;
TOMECKI, 1977) levamizole, bismuto, (DOBES; ADEN, 1949), vacina difitérica
(REISS, 1941) vacina antivaridlica (WITHERSPOON; THIBODAUX, 1957),
vacinacdo pelo bacilo de Calmette Guérim (BCG). (KAPLAN; GRUNWALD;

HALEVY, 1989).

3.1.7 Doencas Associadas

Algumas doencas tém sido mencionadas como mais frequentemente
relacionadas com a PR. Tal ocorréncia foi enfatizada inicialmente por Bjornberg e
Hellgren (1962) num estudo de 108 casos de PR, os autores ressaltaram significante
frequéncia de PR relacionada com asma e eczemas. Eles referiram ainda a
dermatite seborreica como um dos fatores predisponente para a doenca.

Posteriormente, Chuang et al, citaram que em 16.3 % dos 939 casos de PR
por eles estudados, apresentavam histéria familiar ou pessoal de asma, febre do
feno ou dermatite atépica. (CHUANG et al, 1982) Destacaram ainda que, em
aproximadamente 21 % dos seus casos, estavam presentes historias de infecgdes

cutaneas ou nao cutaneas de até mesmo um periodo de 3 meses anterior a PR.
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Entretanto, em estudo subsequente comparativo, com inclusdo na avaliagao
0s casos controle, que participaram do estudo anterior, os autores observaram
incidéncia de infecgdes respiratorias anterior em apenas 8% dos casos de PR contra
2% no grupo controle. (CHUANG et al, 1983). Baseados nesse dado estatistico, eles
enfatizaram que a historia pregressa de infecgao respiratéria superior pode, sim, ser
um fator de predisposicéo para a doenga. Os autores ainda nesse estudo concluiram
que a PR nao esta relacionada com atopia.

Erupcdo ‘“like-PR” tem sido descrita, em pacientes com a sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS) (KAPLAN et al, 1987) e em individuos com

neoplasias. (SPELMAN et al, 1994).

3.1.8 Tratamento

A PR é uma doencga de evolugao autolimitada, com resolugao espontanea
em 5 a 8 semanas em 80% dos casos; desse modo a grande maioria dos pacientes
tem os seus sintomas abrandados apenas com a terapéutica topica. O prurido pode
ser aliviado com corticoide topico, logcdes tépicas com mentol ou calamina.

Anti-histaminico oral também esta indicado para debelar os casos, com
prurido mais intenso. Seu uso nao interfere no curso evolutivo da doencga e
atualmente podemos utilizar preferencialmente os pertencentes a categoria néo
sedante.

Em casos mais severos de PR, tém sido utilizados a radiagdo ultravioleta
(UV), corticoide sistémico e eritromicina oral.

Tais esquemas terapéuticos objetivam n&o s6 o controle do prurido e
melhora das lesbdes cutaneas, como também a reducdo do tempo de evolugédo da

doencga. (PARSONS, 1986).
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O efeito benéfico da radiagao ultravioleta (UV) na PR foi primeiramente
demonstrado por Hazen (1928), através da exposicdo de UVB com dose
eritrodérmica, em aplica¢des diarias em 5 secgdes consecutivas. (HAZEN,1928 apud
ARNDT et al, 1983). Posteriormente, ressaltou-se que a exposicdo UVB sé
ocasionaria alguma melhora no curso da doenga, quando administrada na primeira
semana da erupcdo. (ARNDT et al, 1983). Recente estudo n&o mostrou
comparativamente significante melhora do prurido ou na severidade lesdes, por meio
da aplicacdo unilateral de UVB em 17 pacientes na fase inicial da erupcao.
(Merchant et al, 1974) Os autores consideraram que esta terapéutica pode, além
disso, aumentar o risco de  hipercromia residual, poés-inflamatéria.
(LEENUTAPHONG; JIAMTON, 1995).

Ocasionalmente nos casos generalizados podemos empregar corticoide
sistémico, preferencialmente prednisona nas doses de 15mg/d ou triancinolona 20 a
40mg dose unica intramuscular. (TAY; GOH, 1999). Alguns autores néao
recomendam o0 uso de esterdides sistémico e advogam que altas doses sao
necessarias para a resolucdo do prurido e melhora das lesbes, podendo até, em
alguns casos, inclusive exacerbar e prolongar o tempo de evolugédo da doenga.
(ALLEN; JANNIGER; SCHWARTZ, 1995; LEONFORTE, 1981).

O uso de dapsona na dose de 200mg por dia foi utilizado com boa resposta
terapéutica em apenas um caso severo de PR vesiculosa, que nao tinha respondido
a utilizagcao prévia de corticéide sistémico. (ANDERSON, 1971).

Eritromicina oral (estearato) na dose de 250 mg de 6/6h (1g) por dia, em 10
dias, foi utilizado por em 45 casos tipicos de Pitiriase rosea. O autor considerou
expressiva redugdo do tempo de manifestacdo da doenga em 30 casos. (SHARMA

et al, 2000). Recentemente, a eritromicina oral foi igualmente usada em um caso da
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forma atipica vesiculosa da doenga. Os autores obtiveram significativa melhora do

quadro com uma rapida involugao das lesdes. (MIRANDA; LUPI; LUCAS, 2004).

3.2 O SISTEMA HLA

3.2.1 Aspectos gerais do MHC

As primeiras citagbes da existéncia de genes capazes de influenciar a
rejeicdo do tecido tumoral nos transplantes alogénicos foram feitas em 1916 por
Little e Tyzzer. (LITTLE; TYZZER, 1916).

Porém, o conceito de antigenos de histocompatibilidade foi primeiramente
utilizado por Peter Gorer em 1937, através de estudos de transplantagcao de tumores
em linhagens de camundongos endocruzados. O autor referiu a existéncia de genes
responsaveis pela rejeicao nesses tecidos e os denominou por “antigen II”. (GORER,;
1937).

Posteriormente, em 1948, Lyman e Snell, dando prosseguimento aos
trabalhos iniciais de Gorer, através de estudos de enxertos em linhagens de
camundongos, propuseram para o referido complexo génico, capaz de induzir a
reacdo de Histocompatibilidade, a denominacdo de complexo H-2. (GORER;
LYMAN; SNELL, 1948).

Dausset (1958), demonstrou em trabalhos realizados por meio de
transfusdes sanguineas em mulheres multiparas com sistema ABO incompativel,
serem o0s leucécitos e nao as células da linhagem eritrocitaria, as células
responsaveis pela producao de iso-leuco-anticorpos dirigida contra os antigenos de

transplantagao, substancias essas capazes de promover a rejeicado aos transplantes
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ou reagdes nas transfusbes sanguineas. (DAUSSET, 1958). Em seguida, a
constatacdo de que os leucécitos seriam as células responsaveis pela
histocompatibiidade foi endossada por. (PAYNE; ROLFS, 1958; VAN ROOD;
EERNISSE; VAN LEEUWEN, 1958) e estes genes foram referidos como
isoantigenos. (SNELL, 1964).

Estes genes estdo agrupados em uma Uunica regido cromossdmica
designada por Complexo Principal de Histocompatibilidade (CPH) ou Major
Histocompatibility Complex (MHC). Nos humanos sao conhecidos como Antigenos
Leucocitarios Humanos - Human Leukocyte Antigens (HLA) e localizam-se no brago
curto do cromossomo, 6 (p21.3) correspondendo a aproximadamente (4000
kilobases) de DNA, com crossing-over em mais de 4% em cada meiose (figura 1).
(JANEWEY et al, 2002). Essa regiao possui centenas de genes que desempenham
importantes fungdes imunolégicas e também nao imunolégicas. No entanto, muitas
das moléculas codificadas por estes genes ainda tém fungéo desconhecida. (LAMM
et al, 1974; SNELL, 1981; VAN DEN BERG, 2003; VAN SOMEREN et al, 1974)

O MHC humano e o de camundongo sao estruturalmente e funcionalmente
muito semelhantes. Apesar de algumas diferengcas na organizagao dos genes,
ambos MHC sao constituidos por varios loci génicos, com inumeros locus de genes
convencionalmente organizados em 3 distintas classes representadas na (figura1).

Os genes HLA classe | estdo localizados na regidao telomérica do
cromossomo 6 e compreendem 3 loci principais: HLA-A, -B e -C. Os genes da classe
Il se localizam na regido centromérica do cromossomo e correspondem a 3
principais grupos de loci: HLA-DP, -DQ e -DR. Os genes para B2-microglobulina que
também compdem a estrutura de moléculas HLA classe | esta localizado nos

humanos no cromossomo 15. (PENN; POTTS, 1999).
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Ja os genes correspondentes a classe lll, embora estejam incluidos dentro
do complexo MHC, consistem de genes que codificam componentes do
complemento, citocinas inflamatérias, fator de necrose tumoral e proteinas do
choque térmico (figura 1). (JANEWAY et al, 2002).

O MHC equivale a 0.1% do genoma humano. Hoje, através do emprego de
anticorpos especificos capazes de reconhecer as inumeras variantes dos diversos
locos MHC é considerado o complexo génico que apresenta maior polimorfismo em
seres humanos. (KLEIN; SATO, 2000 ab).

Tanto os genes MHC de origem paterna como os maternos sdo geralmente
herdados em bloco nos respectivos cromossomos 6. O conjunto de genes oriundos
do cromossomo materno ou paterno € denominado haplotipo. Assim sendo, um
individuo expressa os genes HLA recebidos do pai e da mae, que geralmente
resultam em 4 combinagdes principais se ndo ocorrer 0 Crossing-over.

Os genes HLA séo expressos de forma co-dominante e acompanham a
segregacao Mendeliana classica. Teoricamente em uma prole de progenitores com
haplotipos ab e cd é constituida por individuos com os haplotipos ac, ad, bc e bd.
Assim sendo, dois irm&os tém a chance tedrica de 25% de herdarem os mesmos
haplétipos de origem materna e paterna e sao ditos HLA idénticos. Em 50% das
vezes eles compartilham o haplétipo materno ou o paterno, sendo considerados
haplotipos-idénticos. Nos demais 25% dos casos, dois irmaos, dos mesmos pais de
uma populacédo heterozigética ndo compartiiham nenhum dos dois haplotipos HLA,
sendo entao chamados HLA-distintos. (JANEWEY et al, 2002).

Os genes de HLA classe | e Il codificam moléculas glicoprotéicas
especializadas, descritas como moléculas MHC, que se expressam junto a

membrana plasmatica na grande maioria das células somaticas. Essas moléculas s6
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sdo capazes de se ligarem a fragmentos de peptideos antigénicos processados no
interior das células e apresentar ao linfocito T. Os receptores dos linfécitos T (TCR)
nao reconhecem antigenos protéicos (peptideos) na forma livre ou soluvel, mas
apenas quando combinados a uma molécula MHC. Na dependéncia do modo que o
antigeno é processado na célula, este se liga a uma classe especifica de molécula
MHC; desse modo, os antigenos ligados aos HLA classe | sdo reconhecidos pelos
linfocitos T CD8" e aos HLA classe Il pelos linfocitos T CD4*. (WHITELEGG;
BALBER, 2004).

O reconhecimento pelo linfécito T do peptideo antigénico, ligado ao MHC é
essencial para a formacédo da resposta imunolégica adaptativa. (GARCIA et al,
1998).

Acredita-se que os genes MHC estejam envolvidos na patogénese de muitas
doencas, especialmente as consideradas auto-imunes. A relevancia da associacao
dos genes MHC com o risco genético para algumas doengas teve seu relato inicial
nos humanos em 1967, com a verificacdo da presenca de alta frequéncia de certo
gene do MHC com a doenga de Hodgkin. (AMIEL, 1967 apud VAN SOMEREN,
1974).

As fungdes ndo imunolégicas das moléculas MHC decorrem de sua ligagao
com outros receptores na superficie das células, em particular com o receptor de
transferrina (TfR), com o receptor do fator de crescimento epidérmico e varios
receptores hormonais, como para insulina e horménio luteinizante. Também, tanto
os genes do MHC humano e do camundongo agem no mecanismo de reprodugéo,
favorecendo a fertilizacdo seletiva, pela indugdo de abortos seletivos. (JIN K et al,
1995; PAYNE; ROLFS, 1958).

Podemos acrescentar ainda a relevante fungdo do MHC na sobrevivéncia da
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populacao (espécie) como um todo. A grande diversidade de moléculas do MHC

(polimorfismo) possibilita a sua ligacao com diferentes peptideos antigénicos:

em caso de uma grande epidemia, sempre existirdo sobreviventes.
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O maior conhecimento do MHC, da expressao e interacbes das moléculas

codificadas pelo Sistema HLA nao s6 colaboram com a melhor compreensao do

funcionamento do sistema imune adaptativo e do mecanismo envolvido no

desenvolvimento das doencgas, como também propicia a sua aplicagdo em varias

areas da ciéncia, especialmente nas investigagdes antropoldgicas, nos testes de

paternidade e na clinica médica. Por consequéncia, propicia um crescente avango

das técnicas de imunodiagndstico e imunotratamento por meio do desenvolvimento

de novas vacinas imunogenéticas visando o melhor controle da rejeicao de enxertos

e o tratamento das diversas doengas com as novas drogas imunomoduladoras.
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(ABAAS; LICHTMAN; PODER et al, 2003; JANEWEY et al, 2002; KLEIN; SATO,

2000 ab).

3.2.2 Nomenclatura

Individuos da mesma espécie apresentam determinantes antigénicos que
conferem caracteristicas alogenéticas peculiares, que os diferem dos demais
membros da mesma espécie. Portanto, chamamos de aloantigenos o produto de
genes polimorficos que capacitam a distingdo entre os tecidos estranhos dos
proprios.

Os genes MHC nos humanos estdo agrupados em varios loci (locos) de
genes no cromossomo 6, dispostos separadamente e varios locus (loco)
reconhecidos por uma ou mais letras precedidas pela sigla HLA, como por exemplo:
HLA-A, HLA-B.

As variantes génicas em um mesmo locus sdo conhecidas por “alelos” que
sao representados por numeros arabicos descritos apds asterisco com a letra do
respectivo locus HLA-B*35.

As cadeias que formam os heterodimeros das moléculas HLA séao
designadas pelas letras gregas a e 3, € 0s genes que codificam essas cadeias séo
representados pelas letras A e B.

No caso da classe |, o polimorfismo das moléculas ocorre apenas na cadeia
a das moléculas HLA, desse modo a nomenclatura oficial mantem ainda hoje, as
mesmas especificidades quanto a qualificacdo do grupamento alélico (locus)
anteriormente determinadas pelos métodos soroldégicos como (por ex. HLA-A11)
pelas técnicas moleculares de baixa resolugdo (HLA-A*11) ou de alta resolugao

(HLA-A*1101).
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Nos alelos da classe Il, que apresentam polimorfismo tanto nas cadeias «a
quanto B, foram acrescentadas as letras dos respectivos genes (A ou B) logo apds a
denominacdo dos locus. Por exemplo, a molécula HLA-DR1 denominada
anteriormente pela sorologia passou a ser designada pelo grupo alélico que o
codifica, como por exemplo: HLA-DRB1*01.

A letra w, inicialmente empregada quando a identificagao sorolégica nao era
inteiramente definida, hoje € usada somente para o locus C, (por ex: HLA-Cw*06)
para diferencia-los dos componentes do complemento.

O conjunto total de alelos do MHC presentes em cada cromossomo é
chamado por haplétipo do MHC. Cada individuo herda 2 haplétipos, um paterno e
outro materno. (BUNCE et al, 1999; JANEWEY et al, 2002; SANTAMARIA et al,

1996; SNELL, 1981).

3.2.3 Meétodos de deteccido das moléculas MHC

O numero de especificidades alélicas foi definido através das técnicas de
cultura mista de linfocitos reativos e por meio de anti-soros (método sorolégico).
(SACHS, 1973; VAN ROOD; LEEUWEN, 1963). Posteriormente, com a introdugao
das técnicas de tipificacao molecular o polimorfismo do sistema HLA tornou-se ainda
mais evidente. (WAKE, LONG; MARSH, 1982).

O método classico de tipificacdo HLA é o de microlinfocitoxidade celular
(método soroldgico) mediada por anticorpos anti-HLA. Esta reagdo ocorre na
dependéncia do complemento. Apds a coleta do sangue com heparina e obtencéo
da nuvem de leucécitos, através de centrifugagdo com Ficoll-Hypaque, sé&o
separadas predominantemente células mononucleares vivas, ou seja, linfocitos (LT,

LB) e mondcitos. Portanto, a tipificagcdo HLA é realizada em células mononucleares
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vivas. Essa suspensdo de linfécitos totais € colocada nas cavidades da placa
“Terasaki” contendo os anticorpos monoclonais anti-HLA, promovendo desse modo
uma reagao antigeno-anticorpo; em seguida, o complemento e um corante eosina
sao adicionados a suspensdo. Nas cavidades onde os anticorpos anti-HLA
reconhecem o antigeno presente na superficie das células, ocorre a formagao de
imunocomplexos e a consequente fixacdo do complemento que promove lise da
membrana celular, permitindo assim a entrada do corante nas células, tornando
possivel a caracterizacdo do HLA pela visualizagdo das células mortas coradas. A
tipificagdo HLA por esta técnica é considerada positiva quando mais de 80% das
células sdo coradas na reagdo em uma determinada cavidade da placa. (YUNIS,
1971).

A limitacdo dessa técnica é resultante do fato de que os linfécitos T obtidos
através do sangue periférico ndo expressam constitutivelmente, moléculas HLA
classe Il. Portanto, apenas os linfécitos B s&o utilizados para tipificar os antigenos
HLA-DR e DQ. Este método soroldgico € limitado por ndo permitir a determinagao
precisa da grande variedade dos alelos HLA, principalmente os de classe Il.

Atualmente, para a tipificacdo HLA vem sendo, mas realizada com as
técnicas de biologia molecular que tiveram um grande avancgo no final da década de
80. O DNA pode ser extraido das células nucleadas do sangue periférico, células de
tecido como a pele, ossos etc. O DNA é amplificado pela reacdo em cadeia da
polimerase (polymerase chain reaction - PCR) utilizando oligonucleotideos
especificos para amplificar esta regidao do genoma estudado. No método PCR-SSP
(sequence-specific primers), sao realizadas varias reagbes de amplificacdo, cada
uma com um par de iniciadores capazes de identificar um grupo ou um alelo

especifico. Os produtos de amplificacdo sdo submetidos a eletroforese em gel de
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agarose contendo brometo de etidio, substancia fluorescente tornando fluorescentes
os produtos de amplificagdo quando o gel € submetido a luz ultravioleta.

O método sequence-specific oligonucleotide probe (PCR-SSOP), € um
método mais acurado, rapido e de alta resolugdo, cujas reagdes de amplificagao
também utilizam um par de iniciadores para amplifiar o gene. O DNA amplificado é
desnaturado e fixado em membranas de nailon, que em seguida é hibridizado com
sondas de oligonucleotideos marcadas, com material radiativo ou substancias
fluorescentes e incubadas em temperaturas adequadas.

Os métodos de biologia molecular sdo capazes de reconhecer os diversos
grupos de alelos dos genes com maior ou menor especificidade na dependéncia dos
Kits e técnica de (baixa ou alta resolucédo) empregados. (BUNCE et al, 1993;
FERNANDES et al, 2003; GOLDSBY; KINDT; OSBORNE, 2002; ROITT;

BROSTOFF; MALE, 2003).

3.2.4 Estrutura das moléculas MHC

As moléculas do MHC de classe | e Il sdo glicoproteinas, ligadas a
membrana celular, com similares estruturas tridimensionais heterodimericas e foram
mais bem elucidadas por analises cristalograficas de raio X.

Tanto as moléculas da classe | e Il apresentam 3 dominios de localizacéao,
ou seja: 1 dominio extracelular, 1 dominio transmembrana e 1 dominio
intracitoplasmatico. A por¢ao amino-terminal (N-terminal) externa pertence ao
segmento distal do dominio externo. A porcado carboxila-terminal corresponde a
cauda citoplasmatica (dominio citoplasmatico). (BJORKMAN et al, 1987; BROWN,

1993), (figura 2).
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O segmento N-terminal do dominio MHC externo é capaz de formar
complexos estaveis com os peptideos antigénicos, tornando-os aptos a nivel da
superficie celular das respectivas células apresentadoras de antigenos (células
alvo), para o reconhecimento pelas células T.

As moléculas HLA classe |, melhor elucidadas em (1987), possuem duas
cadeias polipeptidicas ligadas néo-covalentemente, uma grande cadeia-a (pesada)
polimorfica, codificada no MHC de 44 a 47 KD e uma subunidade de 12 KD, nao
polimoérfica e ndo codificada no MHC e sim no cromossomo 15, designada f;-

microglobulina. (BJORKMAN et al, 1987). (figura 2).

Molécula de classe | Molécula de classe Il

_—— Fenda deligagdo — —*-\

o2 / - peplidica

Dominios distais
da membrana

Dominios proximais a3
da membrana
(estrutura dobrada de Ig)

f2

LR

Cauda citoplasmatica

Figura 2 Diagrama esquematico dos dominios das moléculas MHC.
Fonte: Goldsby et al, Kuby Imunologia, p 178, 2002. figura 5.7)

Cada cadeia a é orientada em cerca de trés quartos do polipeptidio completo
para o meio extracelular, ou seja, por trés dominios externos (ai, az, as). Os
segmentos aminoterminais (N terminal) oy e o, cada um com aproximadamente 90

aminoacidos, e um segmento menor hidrofébico a3 que se estende na membrana
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celular (segmento transmembrana). Os residuos carboxiterminal constituem a cauda
citoplasmatica.

O dominio a; interage fortemente com a cadeia da (, microglobulina e
menos intensamente com os dominios a; e a; e parece ser altamente conservado
entre as moléculas MHC classe | e pode interagir com a molécula de membrana do
coreceptor CD8 presente na célula T citotoxica. Os dominios a; e az; sdo 0s que
conferem as especificidades alélicas relacionadas ao pleomorfismo das moléculas
classe |I. A B> microglobulina é estruturalmente homdéloga ao segmento Fab da
imunoglobulina (Ig) e € invariante em todas as moléculas MHC classe | e por esta
similaridade € considerado membro da superfamilia das imunoglobulinas. A
interacdo da £ microglobulina e a cadeia a3 da classe | sdo essenciais para a
expressdo do MHC ao nivel da membrana (figura 3).

A fenda ou sulco de ligagao peptideo-MHC classe |, € formada pelas cadeias
a4, Oz e parte do assoalho pela 82 microglobulina, que se apresenta estrutural mente

pregueada arranjadas em 8 fitas paralelas (figura 3 e 4).

__ = e e T —————— =1 1._——_ —_—

|.

[ Sulco de ligagao

do peptideo
o o,
I (v ; Microglobulina 3,
| .
.1 .
|
Microglobulina s L~ >
- i
b

Figura3 Molécula MHC | representacdo dos dominios: a - estrutural, b -

esquematica.
Fonte: Janeway CA, et al, Imunobiologia p. 134, 2002 (figura 3.20bd).
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Figura4 Representagao estrutural do sulco de ligacdo da molécula MHC classe |,

formado pelas cadeias a4, az. Os terminais da fenda sao fechados.
Fonte: Janeway CA, et al, Imunobiologia p. 134, 2002 (figura 3.20c).

O conhecimento mais aperfeicoado da estrutura das moléculas MHC classe
Il ocorreu mais tardiamente (1993), séo glicoproteinas de membrana compostas por
duas cadeias polipeptidicas que se interagem nao-covalentemente, uma cadeia a de
32 a 34 kD e uma cadeia B de 29 a 32 kD. (BROWN, 1993). (figura 2).

Assim como a molécula classe | apresenta os trés dominios; o externo,
transmembrana e citoplasmatico. Uma molécula classe de classe Il apresenta os
segmentos a1 € a; em uma cadeia e 1 € B2 na outra cadeia (figura 5). A porgéo
distal do dominio externo é composta pelos dominios a; e 8;, que formam a fenda de
ligacdo peptidica. As principais diferengas nas estruturas das duas moléculas,
residem nas extremidades do sulco de ligagao do peptideo, que sdo mais abertas na
classe Il permitindo a sua interagdo com fragmentos peptideos antigénicos, maiores,
constituidos por 13 a 18 aminoacidos. (GOLDSBY; KINDT; OSBORNE, 2002;

JANEWEY et al, 2002). (figura 6).
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Figura5 Molécula MHC classe |l Representacdo dos dominios: a — estrutural b-

Representacdo esquematica.
Fonte: Janeway CA, et al, Imunobiologia, p. 135, 2002 (figura 3.21b).

Figura 6 Representacao estrutural do sulco de ligagao da molécula MHC classe I,

formado pelas cadeias a 1 e 3 4, aberto em ambas as extremidades.

Fonte: Janeway CA, et al. Imunobiologia. p.135, 2002 (figura 3.21c).

Os residuos polimorficos dos diversos alelos das moléculas MHC classe |,
estdo localizados nas cadeias a4 € 1 na fenda de ligagao peptidica. Os segmentos

o € B2 ndo séo polimérficos. Uma alga no segmento B, € o sitio de ligagdo para o
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CD4.

O polimorfismo estrutural apresentado tanto nas cadeias o e B nas
moléculas classe I, possibilita pareamentos heterélogos (por ex: DQa de um
cromossomo com DQS de outro). Assim sendo, o numero total de moléculas de
classe Il pode ser de 10 a 20 vezes maior do que as da classe | nos individuos
heterozigéticos.

Portanto, os locais de maiores polimorfismo das moléculas MHC classe | e |l,
estdo na regido da fenda, onde ocorre a ligagao do peptideo ao MHC.

O éxon que codifica as sequéncias lider e sinalizadora que orienta as
proteinas enderecadas ao reticulo endoplasmatico (RE), posteriormente é clivado e
nao € encontrado na molécula madura. Cada um dos segmentos extracelulares com
aproximadamente 90 residuos (ex: alfa1l, 2, 3 na classe | e alfal, 2, betal, 2 na
classe Il) é codificado por um grande éxon, separado. Os dominios aminoterminais
das proteinas, responsaveis pelo polimorfismo dos genes HLA estao contidas dentro
destes éxons. Os dominios transmembrana e citoplasmatico sao codificados por
outros pequenos éxons. (ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2003; BROWN, 1993;

JANEWEY et al, 2002).

3.2.5 Organizacido das moléculas MHC

A organizagao genética do Sistema HLA se insere num segmento continuo
do cromossomo 6 p 21.3. Os genes HLA ocupam um grande segmento do DNA
estendendo-se ao longo de cerca de 4000 quilobases (Kb).

Os genes HLA classe | estdo proximos ao teldbmero, enquanto que os genes
de classe Il organizam-se préximos ao centrdmero. Entre os genes classe | e I,

estdo os genes, correspondentes a classe Il (figura 7).
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Figura7 Mapa genémico detalhado do MHC humano.
Fonte: Goldsby et al, Kuby Imunologia. p. 189, 2002. (figura 7.15)

Nota: Gene (proteina codificada) do MHC classicas e n&o classicas: em vermelho os genes do

MHC classe |, em azul da classe || e em verde MHC classe lII.

C2,C4A, C4B, Bf
CYP21, CYP21P

componentes do complemento
21-hidrolase esterdide

G7a/b sintetase Valil-t RNA

HSP 70 proteina do choque térmico

LMP 2,LMP 7 subunidades do proteossomo

TAP 1, TAP 2 subunidades transportadoras do peptideo.
TNF-a, TNF-8 fatores de necrose tumoral a e 3.

Essa regido tanto nos humanos como nos camundongos, diferentemente a
da classe MHC | e Il, ndo codificam moléculas MHC, e apresentam genes
relacionados a diversos componentes do complemento incluindo (C2, C4a, C4b e o
fator B), duas enzimas 21-hidrolases esteroides (21-OHA e 21-OHB), citocinas
inflamatorias como os fatores de necrose tumoral (TNF-a e TNF-B) e duas proteinas
do choque térmico (heat-shock-HSP).

Alguns autores defendem a distingdo de uma regido IV do MHC, situada
entre a regido telomérica da classe Ill e a centromérica da classe |. Essa regiao
acomodaria genes relacionados com a inflamag&o como: os genes da familia do

fator de necrose tumoral constituida pelos genes (TNF-a, linfotoxina-a LTA ou TNF-

B e LTB ou TNF-C), os genes conhecidos por B144, IC7, AlF-1, BAT1e os dos dois



39

genes das proteinas de choque térmico (HSP70 e SK12W). Os genes que compdem
a familia MICA e MICB, pseudogenes da classe | também sao estudados por estes
autores, na ainda nao convencional classe IV de MHC (GRUEN; WEISMAN, 1997).

MHC classe | apresenta um total de 19 loci de genes: 6 sdo expressos a
nivel de membrana, deles: 3 sado classicos HLA-A, HLA-B e HLA-C os outros genes
expressos na membrana celular HLA-E, -F, -G, por apresentarem pouco
polimorfismo e serem restritos a poucos tecidos sado considerados genes nao
classicos (figura 7). Os outros genes adicionais que codificam moléculas
semelhantes a classe | sdo conhecidos como genes (MHC classe IB). (ALFONSO;
KARLSSON, 2000; SHIINA et al, 2004) (quadro 1,2 e 3).

A regiao MHC da classe |l apresenta 34 loci de genes sendo que 16 deles
sdo expressos a nivel de membrana celular: 3 genes classicos HLA-DP, HLA-DQ e
HLA-DR, 15 néo classicos (pseudogenes) e outros 3 sao considerados ainda como
candidatos a genes. (GOLDSBY; KINDT; OSBORNE, 2002; MARSH, 2005; SHIINA
et al, 2004) (figura 7) e (quadro 1, 2 e 3).

Os genes néo classicos, de ambas as classe de moléculas MHC,
apresentam fung¢do ainda n&o totalmente esclarecida. Parece que alguns destes
genes possam ainda ser usados como reservatérios de sequéncias codificadores de
DNA para o processo de “conversdo génica” na geragao das sequéncias
polimodrficas dos genes MHC classe | e II. (ALBERTS et al, 2002; GOLDSBY et al,
2002; JANEWEY et al, 2002; MCDEVITT, 2000).

Tanto os genes do MHC da classe | e Il sdo franqueados por sequéncias
promotoras que se ligam aos fatores de transcricdo especificos mediados por

elementos positivos e negativos como o interferon (IFN) e prostaglandinas.



Locus numero de alelos
HLA-A 349
HLA-B 627
HLA-C 182
HLA-E 5
HLA-F 2
HLA-G 15
HLA-DRA 3
HLA-DRB1 394
HLA-DRB2 1
HLA-DRB3 41
HLA-DRB4 13
HLA-DRB5 18
HLA-DRB6 3
HLA-DRB7 2
HLA-DRBS8 1
HLA-DRB9 1
HLA-DQA1 28
HLA-DQB1 61
HLA-DPA1 22
HLA-DPB1 116
HLA-DOA 8
HLA-DOB 9
HLA-DMA 4
HLA-DMB 7
TAP1 7
TAP2 4
MICA 57
MICB 18

Quadro 1  Numero oficial de alelos nos locus dos genes HLA.
Fonte: Marsh et al, Tissue Antigens. v. 65, p. 301-369, 2005.
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Expressados |*Canditatos codi’;lii(;dos ZS:nu:SO Total

Genes HLA Classe | 6 0 0 13 19
Genes HLA classe Il 11 2 0 6 19
Genes MIC 2 2 0 5 7

Total de genes HLA-like 19 2 0 24 45
Genes ndo MHC 111 15 4 64 194
Total de genes 130 17 4 88 239
Regiao classe | 41 12 3 66 122
Regiao classe Il 16 3 0 15 34
(Ij:giséeo”de extens&o 15 0 1 5 21

Regiao classe Il 58 2 0 2 62

Quadro 2 Numero de genes identificados na regido HLA

*candidatos: necessitam de mais estudos para serem considerados genes HLA.
Fonte: Shina et al, Tissue Antigens, v. 64, p. 631-649, 2004.

Nome HLA Equivalente Caracteristica molecular

HLA-A - Cadeia a de classe |

HLA-B - Cadeia a de classe |

HLA-C - Cadeia a de classe |

HLA-E E,'6.2' Classe | associado com fragmento 16.2-kB de Hind IlI
HLA-F F, '5.4' Classe | associado com fragmento 15.4-kB de Hind IlI
HLA-G G,'6.0' Classe | associado com fragmento 16.0-kB de Hind IlI
HLA-H H, AR, '12.4', HLA 54 |Pseudogene associado com fragmento 5.4 de Hind Ill
HLA-J cda 12, HLA 59 Pseudogene associado com fragmento 5.9 de Hind I
HLA-K HLA-70 Pseudogene associado com fragmento 7.0 de Hind I
HLA-L HLA-92 Pseudogene associado com fragmento 9.2 de Hind Il
HLA-N HLA-30 E;ZQTgnto de gene classe | associado com 1 Hind lll
HLA-S HLA-17 fli;zgrg%nto de gene classe | associado com 1 Hind llI
HLA-X HLA-X fi;z?rg%nto de gene classe | associado com 1 Hind IlI
HLA-Z HLA-Z1 Fragmento de gene classe |

HLA-DRA |DRa Cadeia a DR
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HLA-DRB1 |DRp, DR1B Cadeia-B1 determina as especificidades DR1 a DR8
HLA-DRB2 |DRBlI Pseudogene com seqiiéncia DRB-like

HLA-DRB3 |DRBIIl, DR3B g\aNdZeGia-B:B DR e ecificidade para os epitopos Dw25 e
HLA-DRB4 |DRpIV,DR4B Cadeia-B4 DR que determina a especificidade DR53
HLA-DRB5 |DRpllI Cadeia-B5 DR que determina a especificidade DR51
HLA-DRB6 |DRBX, DRBc Pseudogene DRB nos haplotipos DR1, DR2 e DR10
HLA-DRB7 |DRBY1 Pseudogene DRB nos haplotipos DR4, DR7 e DR9
HLA-DRB8 |DRBY2 Pseudogene DRB nos haplotipos DR4, DR7 e DR9
HLA-DRB9 |M4.2 B?exon Fragmento isolado de pseudogene DRB

HLA-DQA1 |DQa1, DQ1A DQ expresso como cadeia o

HLA-DQB1 |DQpB1, DQ1B DQ expresso como cadeia 3

HLA-DQA2 |DXa, DQ2A DQ cadeia a ndo expressada

HLA-DQB2 |DXB, DQ2B DQ cadeia B ndo expressada

HLA-DQB3 |DV(, DQB3 DQ cadeia B ndo expressada

HLA-DOA  |DZa,DOa, DNA Cadeia o de DO

HLA-DOB DOB Cadeia  de DO

HLA-DMA  |RING6 Cadeia o de DM

HLA-DMB RING7 Cadeia B de DM

HLA-DPA1 |DPa1, DP1A DP expressa como cadeia a

HLA-DPA2 |DPo2, DP2A Pseudogene cadeia a-referida de DP

HLA-DPA3 |DPA3 Pseudogene cadeia a-referida de DP

HLA-DPB1 |DPB1, DP1B Cadeia B expressada de DP

HLA-DPB2 |DPB2, DP2B Pseudogene de cadeia § DP

TAP1 ABCB2, RING4 ABC transporte (ATP binding cassette)

TAP2 ABCB3, RING11 ABC transporte (ATP binding cassette)

PSMB9 LMP2, RING12 Relacionado com o proteossoma

PSMB8 LMP7, RING10 Relacionado com o proteossoma

MICA MICA, PERB11.1 Gene relacionado com classe |

MICB MICB, PERB11.2 Gene relacionado com classe |

MICC MICC, PERB11.3 Pseudogene relacionado com classe |

MICD MICD, PERB11.4 Pseudogene relacionado com classe |

MICE MICE, PERB11.5 Pseudogene relacionado com classe |

Quadro 3  Relacdo mais detalhada dos genes na regido HLA.

Fonte; Marsh et al. Tissue Antigens, v. 65, p.301-369, 2005.
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O IFN-y é o mais potente indutor da expressao dos genes MHC classe II. A
expressdo de todas essas moléculas induzidas pelo IFN-y opera na regiao
promotora dos genes do MHC classe Il, conhecida por transativadora do gene classe
Il ou (class Il transactivador-CIITA). O CIITA esta localizado no locus ativador 1 da
resposta imune “activator of immune response 1” (AIR-1) e € o maior controlador da
expressdo imune dos genes do MHC classe Il frente a um agente infeccioso.
(ACOLLA et al, 2001).

Os genes HLA-DMA e HLA-DMB codificam as moléculas HLA-DM néo
expressas na superficie celular e sim no chamado compartimento MHC de classe |l
(MIIC) e estao envolvidos na ligagao do peptideo ao MHC.

Nas células do timo e nas células B uma outra molécula HLA-DO é expressa

no MIIC, essa molécula é codificada pelos genes HLA-DN« e HLA-DOg (figura 7).

3.2.6 Expressdo das moléculas HLA nos tecidos

As moléculas MHC de classe | e Il tém expressao distinta entre as diversas
células do organismo. Nos humanos existem 3 pares de genes classicos de cadeia «
da molécula MHC classe |, HLA-A, -B e —C e 3 pares de genes de classe Il produto,
ou seja, HLA-DR, -DP, -DQ. O DR contém um gene extra de cadeia 8 cujo produto
pode parear com o da cadeia DRea, podendo da origem a quatro moléculas MHC
classe Il. Nos individuos homozigaéticos, até trés diferentes moléculas de classe | e
até quatro moléculas da classe Il, podem ser expressas se as duas copias dos
cromossomos apresentam alelos analogos. Nos heterogozigoticos as duas copias de
cromossomos, ao serem transcritas, podem dobrar o numero de moléculas MHC
expressas. Desse modo, é possivel a expressao de até 6 diferentes moléculas MHC

classe | e até 8 de classe Il.
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As possibilidades de expressao do sistema HLA em populagdo miscigenada
podem ser ainda maiores e, por conseguinte, o individuo que apresenta grande
heterogeneidade nos genes em seus haplétipos, pode apresentar até 10 a 14
diferentes moléculas MHC, aumentando ainda mais a diversidade individual € numa
dada populagdo como um todo. (KASAHARA et al, 1995; KASAHARA, 1999; PENN;
POTTS, 1999). A expressao das moléculas MHC na membrana celular é co-
dominante; isso significa que todos os principais loci de genes de origem materna e
paterna podem ser expressos em um individuo. No entanto, apesar desta grande
possibilidade de expressédo génica, a pessoa nao pode expressar mais de 2 alelos
de um mesmo locus HLA.

Em geral, as moléculas MHC da classe | classicas sao expressas em quase
todas as células nucleadas, mas com distintos niveis de expressdo. Niveis mais
elevados das moléculas MHC classe | sdo expressos nos linfocitos.

Em contraste, os fibroblastos, as células musculares, os hepatdcitos e as
células neurais exibem baixos niveis de expressao das moléculas MHC classe |.

Diferente das moléculas MHC classe |, as moléculas da classe Il séo
expressas somente pelas células apresentadoras de antigenos (APCs). Os
macrofagos, mondécitos, linfécitos B e as células dendriticas sao conhecidos como
células apresentadoras de antigenos “primarias” ou profissionais.

As células dendriticas, as células de Langerhans e as células B maduras,
expressam os niveis mais elevados de moléculas MHC classe Il. Os macréfagos e
monadcitos necessitam ser previamente ativados pela fagocitose de microorganismo
ou pela molécula co-estimuladora de membrana B7 para elevar os niveis de
expressao de moléculas MHC de classe |l.

Outras células apresentadoras de antigenos (APCs) consideradas nao
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profissionais como os fibroblastos, células gliais, célula beta pancreaticas, as células
epiteliais do timo, da tiredide e as células endoteliais vasculares podem
eventualmente ser induzidas, a expressar moléculas do MHC de classe Il ou a
molécula co-estimuladora B7 por curtos periodos, durante uma resposta inflamatoria
continua. Quase todas as células nucleadas que expressam as moléculas MHC
classe | pode atuar funcionalmente como células alvo e apresentador de antigenos
endoégenos as células T citotdxicas (Tc). Apenas algumas células APC que
expressam moléculas MHC classe Il podem mais raramente expressar moléculas

MHC classe | (quadro 4).

Tecido MHC de classe | MHC de classe |l

Tecidos linfoides

Células T F++ +*
Células B +++ +++
Macrofagos +++ ++
ga?(ttil;ﬁg:lgz ﬁaprigserhans) T it
Células epiteliais do timo + 4+
Outras células nucleadas

Neutrofilos +++ _

Hepatdcitos + _

Células renais + _

Células nervosas (cérebro) + x

Células ndo nucleadas

Hemacias

Quadro 4 Expressao das moléculas MHC nos diferentes tecidos.

Nota: (*) No homem as células T ativadas podem expressar moléculas MHC classe
II, enquanto que nos camundongos sao MHC classe Il negativas.
(**) As células nervosas sao MHC Il negativas, com excec¢ao das células da
gliais que sdo MHC Il positiva.

Fonte: Janeway et al, Imunobiologia p.133, 2002. (Adaptacao da figura 3.19).
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3.2.7 Vias de processamento e geracio de peptideos-MHC

A associagao dos peptideos antigénicos as respectivas moléculas MHC esta
na dependéncia do modo de penetragdo do antigeno na célula e seu subsequente
processamento, gerando, por conseguinte, distintas respostas imunes.

Os antigenos enddgenos, tais como aqueles induzidos pela replicagéo de
virus, acarretam a formacdo de complexos protéicos intracelulares que sao
degradados em pequenos peptideos por um sistema proteolitico citosélico no
proteossoma em todas as células eucarioticas (via citosdlica).

Na via citosdlica, estes antigenos para serem degradados em fragmentos de
peptideos se ligam primeiramente a ubiquitina, formando na dependéncia da
molécula trifosfato adenosina (ATP), o conjugado peptideo-ubiquitina. Esse
complexo é degradado em pequenos peptideos antigénicos por um complexo
intracitoplasmatico de proteases multifuncionais no citosol pertencente ao
(proteossomo), que subseqlentemente s&do transportados ao reticulo
endoplasmatico (RE), através dos genes transportadores associados com o
processamento antigénicos (TAP). Os genes TAP1 e TAP2 codificam proteinas
heterodimeras ancoradas na membrana do RE, que apresentam um dominio
hidrofilico que se projeta para o lumen e outro dominio que se projeta para o citosol.
Estes genes se localizam no MHC classe Il adjacentes aos genes que codificam
subunidades de proteossoma LMP 2 e LMP 7, os quais sao capazes de favorecer no
citosol a producido de peptideos contendo 8 a 10 aminoacidos carboxiterminais,
hidrofébicos ou hidrobasicos mais sujeitos a captura pelo TAP e aptos a se ligarem
as moléculas MHC classe | na fenda de ligagao peptidica. (ALBERTS et al, 2002).

Os componentes da cadeia o e da (B, -microglobulina da molécula MHC

classe | sdo sintetizados nos polissomas ao longo do RE. A cadeia « se associa a
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calnexina uma molécula chaperona da membrana do RE. A calnexina € liberada na
subsequente ligagdo com a B, - microglobulina, permitindo a associagédo da molécula
MHC classe | com as chaperoninas, calcireticulina e tapaxina. A tapaxina, proteina
associada a TAP que favorece a captura do peptideo antigénico pelo MHC classe |,
antes que ele seja exposto e rapidamente degradado no lumen do RE. A ligacéo
peptideo molécula MHC classe |, ao se estabilizar, promove a dissociacido da
calcireticulina e tapaxina, libera-se do RE e chega estavel via Golgi a superficie da
membrana celular e, por conseguinte, favorece a apresentagcdo do peptideo ao

referente linfécito T CD8”, cuja essencial fungdo é a de destruir as células infectadas

(figura 8).
Patdgenos intravesiculares
© : Oual. ..uer > ‘ M :

-‘“\._'_m_,'l_lol—l'aq"_'_ - 7 Inouvagj/-\—/

; Vesiculas endociticas Vesiculas endociticas
Degradado no Citoplasma (baixo pH) (baixo pH)
Eeptideos MHC de classe | MHC de classe || MHC de classe |l
ligam-se a
Apresentadr - Ao T ARA Il] Aalilae T ANA | | Mélilae T CN4 1

Figura 8 Representacao esquematica das vias de processamento intracelular.

Fonte: Janeway et al, Imunobiologia. p. 179, 2002 (figura 5. 2).

Os antigenos que chegam aos compartimentos vesiculares para serem
processados pela via endossomica se ligam as moléculas MHC classe Il

Normalmente s&o os patdgenos exogenos e toxinas extracelulares séao
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removido através do HLA-DM (molécula HLA néo classica) que catalisa a troca do
CLIP pelo peptideo antigénico. Os genes DMa e DM situam-se especialmente
préximos aos genes TAP e LMP do complexo MHC humano.

Finalmente, o complexo peptideo molécula MHC classe Il é transportado
para a membrana plasmatica, onde o pH neutro possibilita uma ligagdo estavel e
compacta, sendo desse modo é apresentado ao linfocito T CD4" competente.
(JANEWAY et al 2001; KLEIN; SATO, 2000ab; VAN DEN BERG; RAND, 2003;

WANDSTRAT; WAKELAND, 2001).

3.2.8 Interacao peptideo-MHC

Apesar do numero limitado de moléculas do MHC, que cada individuo
expressa, essas moléculas sao capazes de se ligarem a uma enorme variedade de
diferentes peptideos antigénicos e apresentar as células T, permitindo assim ao
sistema imunolégico responder especificamente a uma grande variedade de
estimulos antigénicos.

As moléculas do MHC de classe | se ligam aos peptideos antigénicos,
normalmente produtos da replicacédo e degradagdo de virus e os apresentam as
células T citotoxica (Tc) CD8". Estes peptideos sdo derivados de proteinas
intracelulares enddgenas, digeridas no citosol e sao transportados na fenda de uma
molécula classe | até a membrana celular. Esse processo € conhecido por via de
processamento citosolica ou enddgena. A funcéo da célula T CD8" é a de matar as
células infectadas do hospedeiro.

Os peptideos ligados as moléculas MHC classe | possuem 8 a 10 residuos
de aminoacidos, chamados ‘residuos de ancoramento” e sdo compativeis com o

tamanho da fenda de ligagcdo peptidica, a qual apresenta ambas as extremidades
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fechadas. Assim sendo, a expressao estavel de uma molécula completa de classe |
nas superficies celulares requer a presencga dos trés componentes do heterotrimero,
ou seja, de uma cadeia «, de uma B, -microglobulina e de um peptideo antigénico.
(ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2003).

As moléculas do MHC classe |l se ligam aos peptideos processados pela via
endocitica, e sdo apresentados as células T auxiliares (Th) helper, CD4",

Em geral, os peptideos associados as moléculas MHC classe Il apresentam
13 a 18 residuos de aminoacidos. A fenda de ligagado dessas moléculas é aberta em
ambas as extremidades, permitindo assim o ancoramento de um residuo de maior
tamanho.

Para impedir que peptideos de origem enddgena se liguem as moléculas
MHC classe |, estas se associam previamente a outra proteina de cadeia invariante
(i) na fenda de ligagdo peptidica conferindo assim a especificidade da ligagao
peptidica — MHC. (JANEWAY et al, 2002).

Desse modo, a expressao estavel da molécula completa MHC classe |l nas
superficies celulares requer a presenga de todos os trés componentes do
heterotrimero: uma cadeia « e uma cadeia 8 da molécula e um peptideo antigénico
ligado a ela. (ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2003).

Visto que cada individuo possui um numero limitado de moléculas HLA nas
superficies de suas células, concluimos assim que uma mesma molécula HLA possa
acomodar os diversos tipos de peptideos. Essa multiplicidade de possibilidades de
ligagdo do HLA aos peptideos antigénicos é de tal ponto, que nao ocorre
discriminagdo entre os peptideos estranhos derivados de agentes patogénicos
daqueles que sao do proprio individuo. Para melhor entendimento, as principais

propriedades das moléculas MHC de classe | e |l estdo sintetizadas e ilustradas no
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quadro 5. (GOLDSBY; KINDT; OSBORNE, 2002).

Propriedades Classe | Classe I

Locus genéticos, HLA-A, -B. -C DP, DQ, DR,
principais.
Cadeia a + 32

microglobulina

Dominios a.+a aq+ B
polimérficos TR

Estrutura da cadeia Cadeia a + cadeia 8

Maioria das células APC (macroéfagos, células dendriticas),
nucleadas etc.

Natureza da fenda Fechada nas
de ligacao peptidica extremidades

Tamanho dos 8-10 residuos de
peptideos ligados  aminoacidos

Processamento dos

Distribuicao celular
Aberta em ambos as extremidades

13-18 residuos de aminoacidos

. Via citosélica Via endocitica
antigenos
Extracelulares (patégenos e toxinas).
. Intracelulares . :
Antigenos Patdgenos intracelulares nos

virus
( ) endossomas
Apresentacéo do

. Células T CD8" Células T CD4"
antigeno

Quadro 5 Propriedades das moléculas do MHC humano classe | e Il.
Fonte: Texto adaptado do Goldsby; Kindt; Osborne. Kuby Imunologia, p.182, 2002.

3.2.9 Restricido as moléculas MHC

A célula T s6 apresenta potencial de reconhecimento do peptideo antigénico
compativel ligado ao MHC proprio. Essa restricao resulta de um processo de selegao
positiva durante a maturagao das células T no timo. Durante o desenvolvimento dos
timocitos, os que apresentam receptores de células T (TCR) com baixa afinidade
para os antigenos proprios e moléculas MHC proprias (autopeptideo-MHC), ndo sao
eliminadas na fase de maturacdo € o que chamamos por “selecdo positiva”,
resultando em restricdo ao MHC (figura 9).

Os timdcitos TCR com alta afinidade para moléculas MHC préprias, isoladas
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ou ligadas a peptideos antigénicos préprios (autoantigenos) sao eliminados por
apoptose, “selecao clonal negativa”.
A selecao negativa resulta na “autotolerancia”, que protege o individuo ao

desenvolvimento das doengas auto-imunes. (ALBERTS et al, 2002; JANEWAY,

2002). (figura 9).

= »
( . Célula Precursora
\'\ '

Diversificagio dos receptores TCRs das células T

S { :'1-:;'.-’.- )

Morte Morte Selecdo negativa Selecao positiva
programada programada (sinal de morte) (sinal de sobrevivéncia)
l l l Sobrevivéncia
e maturagio

Célula apoptotica

Orgios Linfoides periféricos

Figura9 Selecédo positiva e negativa dos LT no timo.

Fonte: Alberts et al. Molecular Biology of the Cell. p. 1408, 2002. Adaptag¢ao da (figura
24. 61).

Trabalhos experimentais demonstraram que 1 a 10% das células T de um
individuo pode reagir com peptideo MHC estranho. Essa propriedade de
reconhecimento do nao préprio, mesmo em individuos da mesma espécie, é
conhecida como “aloreconhecimento” (reconhecimento de alelos diferentes).

A propriedade de aloreconhecimento da célula T “restricdo da célula T,
consiste na especificidade de reconhecer peptideos ligados ao MHC compativel.
Além das possiveis multiplicidades de moléculas MHC, existe também uma grande

variedade de combinagdes peptidicas ao dominio MHC. (SHEVACH, 2000).
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3.2.10 Polimorfismo e Poligenia das moléculas MHC

A diversidade das moléculas MHC em uma espécie da origem ao
polimorfismo, conferido pela presenca de multiplos alelos em um determinado locus
génico peculiar a cada individuo de uma espécie, sendo desse modo o MHC o
complexo genético mais polimérfico conhecido nos vertebrados superiores.
Recentes analises de biologia molecular em HLA humano com técnicas de PCR de
alta resolucdo mostram uma enorme possibilidade de alelos em cada locus e que
essa expressao alélica é bastante variavel, de tal modo que, por exemplo, a cadeia g
do HLA-DR apresenta cerca de 323 diferentes alelos, em contraste com a cadeia
do HLA-DR, praticamente idéntica em todos os individuos estudados (quadro 1, 2,3).

Os genes HLA podem variar sua sequéncia numa frequéncia relativamente
alta dentro de uma populagao, aproximadamente 1%. As recombinag¢des genéticas
geram novas combinagdes alélicas, que aumentam com o decorrer da evolugéo das
descendéncias. Portanto, € cada vez mais raro individuo em populagcdes de
descendéncia heterozigética apresentar genes de HLA idénticos. (MCDEVITT,
2002).

No caso das moléculas HLA de classe Il, como a fenda de ligagao é formada
pela interacdo de ambas as cadeias a e 3, o polimorfismo € muito mais acentuado
porque todas as cadeias das estruturas que as compdem moléculas podem
apresentar polimorfismo, com exce¢do da cadeia DRa que, tanto nos humanos
como nos camundongos, sdo chamadas “monomorficas”. (JANEWAY, JR. et al
2002; ROITT; BROSTOF; MALE, 2003). (figura 6 e quadro 3).

A regido onde as moléculas MHC mais apresentam polimorfismo localiza-se
exatamente na fenda ligagdo onde ocorre a ligagdo MHC ao peptideo antigénico, ou

seja, diferentes moléculas MHC possuem diferentes capacidades para o encaixe de
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peptideos.

A presenca do polimorfismo faz reduzir a possibilidade de um antigeno
estranho escapar da deteccdo das moléculas MHC em todos os individuos em uma
populagao, o que significa que, em caso de epidemia, sempre havera sobreviventes.
Todavia, esse grande polimorfismo de alelos hoje conhecidos provavelmente esta
abaixo da provavel diversidade mundial dos genes MHC, isto porque os dados mais
detalhados, hoje obtidos através das técnicas mais avangadas, foram realizados em
grupos populacionais de etnias mais puras. (GOLDSBY; KINDT; OSBORNE, 2002).

Entretanto, o sistema MHC é ainda mais complexo porque a diversidade das
moléculas do MHC em um individuo é resultante ndo so6 do fato de possuir diferentes
alelos em cada locus, mas também da presencga de genes duplicados com fungdes e
estruturas similares, no entanto nao idénticos. Portanto, o complexo MHC, é também
considerado “poligénico”. (JANEWAY et al 2002).

O Comité Internacional responsavel pela normatizacido da denominacao dos
alelos de histocompatibilidade “WHO - Nomenclature Commitee for Factors of the
HLA System”, vem divulgando desde 1968 os novos alelos na literatura
especializada. A partir de 1989, com os avancgos das técnicas de biologia molecular
a divulgacao total dos alelos, passou a ser anual. Hoje sao conhecidos, 239 de
genes no loci MHC humano e 2182 sequéncias de alelos (MARSH et al, 2005;
SCHREUDER et al, 2004; SHIINA et al, 2004). A escala evolutiva de identificagao de

novos alelos esta representada na (figura 10) http://www.anthonynolan.org.uk/HIG/
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Figura 10 Representacao evolutiva do crescente numero de alelos identificados

pelos métodos soroldgicos e de tipificagdo molecular.
Fonte: http://www.anthonynolan.org.uk/HIG/

3.2.11 Complexo peptideo-MHC e receptores de células T

Diferentemente das células B, que interagem através dos anticorpos com
patdgenos e seus produtos téxicos (antigénicos) nos espagos extracelulares, as
células T, reconhecem os antigenos internos ou externos processados do meio
intracelular que s&o expostas ao nivel da superficie celular junto com o
correspondente MHC.

As células T apresentam uma area de alta especificidade denominada
receptor de antigenos da célula T (TCR) capaz de fazer o reconhecimento do
antigeno especifico, combinado a molécula MHC. Esta especificidade de
reconhecimento da molécula MHC é conhecida por “restricdo ao MHC préprio”.

A molécula responsavel pela especificidade do TCR é uma sequéncia de

7

aminoacidos heterodimeros ligados a membrana celular e é constituida, em sua

grande maioria, pelas cadeias denominadas aff ou yd, unidas por pontes de
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dissulfeto, que permitem o reconhecimento de uma ampla variedade de antigenos. O

TCR é gerado por quatro conjuntos de genes a e B, expressos na maioria das
células T periféricas e ¥ e O, expressos em populagdo de células T timicas e uma

pequena populagao de células T periféricas. A afinidade de ligagcdo de um peptideo
antigénico no complexo TCR-MHC-peptideo, é o fator determinante da ativacéo da
célula T. Os TCRs estdo associados ao nivel da membrana das células a um
complexo de transducgao de sinal denominado CD3 (complexo TCR-CD3).

O TCR, semelhante a molécula MHC, apresenta um segmento proximal de
membrana, um segmento transmembrana e uma pequena cauda citoplasmatica. O
segmento externo contém a por¢cdo aminoterminal, e a cadeia « inclui a regiao de
maior variabilidade de aminoacidos e é responsavel pelo reconhecimento do MHC-
peptideo, enquanto que a cadeia g € sempre constante. A diversidade do TCR é
significantemente maior do que as dos receptores de células B (BCR).

O segmento transmembrana de ambas as cadeias do TCR contém
aminoacidos carregados positivamente, capazes de interagir com as cadeias do
complexo CD3, transdutor de sinal. O segmento TCR citoplasmatico constitui porgéao
carboxiterminal.

A cauda citoplasmatica de cada cadeia CD3 contém uma sequéncia de
imunotransmissores conhecidos como motivo de ativacido imunoreceptor da tirosina
(ITAM). O ITAM esta envolvido na transducéao de sinal apés a interagédo do TCR com
um complexo peptideo-MHC. (ALBERTS et al 2002; JANEWEY et al, 2002).

As células T sao ativadas por co-receptores especificos (CD4 e CD8)

capazes de efetivar o reconhecimento do peptideo ligado ao MHC compativel. As
células T CD4" sdo conhecidas por células T auxiliares ou (“helper’-Ty) e

reconhecem o antigeno que esta combinado com o MHC classe Il, ja as células T
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CD8", conhecidas por células T citotoxicas, reconhecem os antigenos combinados
com as moléculas MHC de classe I. O CD1 é uma molécula semelhante ao MHC
classe | cuja especificidade € a apresentagcédo de antigenos lipidicos e glicolipidicos.
A formagao do complexo ternario TCR e complexo peptideo antigénico-MHC séao
essenciais para a resposta imune. (ROITT, BROSTOFF, MALE, 2003).

Além dos co-receptores CD3, CD4 e CDS8, existem ainda outros co-
receptores considerados acessorios, tais como: CD2 ou LFA-2 (ligante de CD58),
LFA-1 (ligante de CD54), CD28 (ligante de B7), CTLA-4 (ligante de B7), CD45R
(ligante de CD22) e CD5 (ligante de CD27) que interagem com os respectivos
ligantes e podem também agir na transdugéao de sinal.

Entretanto, as células T ndo respondem exclusivamente aos complexos de
antigenos peptidicos e molécula MHC, mas ainda, as moléculas MHC estranhas em
si (MHC alogenético), determinando a rejeicdo do enxerto (células T aloreativas).
Cerca de apenas 1-10% das células T sao capazes de determinar a aloreatividade.
Atualmente esta fungao é explicada pela reatividade cruzada, ou seja, o TCR que
normalmente reconhece os peptideos estranhos ligados ao MHC pode ao
reconhecer uma molécula de MHC estranha, determinar a ativagao de clone de
célula T ativada, responsavel pela rejeicdo do 6rgao transplantado. (PAUST;
CANTOR, 2005; THEOFILOPOULOS, 1995ab; VUKMANOVIC; NEUBERT;
SANTORI, 2003).

O grande polimorfismo de alelos HLA e a ampla diversidade de receptores
de linfécitos T (TCR) sédo essenciais para a modulacdo da resposta imune,
concorrendo para aumentar ainda mais a complexidade desta resposta imune. Isto
porque as células T capazes de fazer o reconhecimento antigeno especifico sdo em

numero insuficiente para gerar resposta imune efetiva, desse modo, é necessaria a
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ativacao da producgao de clones de linfécitos antigeno especificos “expansao clonal”,
diferenciados em “células T efetoras”, capazes de gerar uma resposta imune eficaz.

(JANEWEY et al, 2002).

3.2.12 Desequilibrio de Ligacdo

A grande diversidade do MHC humano conferida pela heranga de diversos
haplétipos de ambos os progenitores nem sempre € verdadeira. Tal estimativa
tedrica da diversidade de alelos, na pratica, em estudos randomizados, tem sido
observada em menor freqliéncia do que a presumivel. Isto decorre do fato de que
certos alelos podem ser herdados em conjunto em loci MHC. Este fenbmeno é
conhecido por “desequilibrio de ligagdo”, ou seja, a frequéncia estimada para uma
determinada combinacdo alélica numa dada populacdo € menor que a frequéncia
observada nesta populagdo estudada. Por exemplo, a frequéncia presumivel do
gene HLA-A1 em um grupo populacional é de 16% dos individuos (frequéncia de
1,6) e o HLA-B8 é de 9% (frequéncia de 0,9). No entanto os dados demonstraram
que na amostra populacional estudada com caracteristicas étnicas semelhantes,
esta combinacgao de alelos so foi observada em 14% (frequéncia de 1,4) para o HLA-
A1 e de 8% (frequéncia de 0,8) para o HLA-BS8.

As razbes para o desequilibrio de ligacdo n&o sao ainda totalmente
compreendidas. Uma das hipoteses para explicar este fenbmeno ¢é que
provavelmente as ligagdbes cruzadas ocorrem com maior freqUéncia em
determinadas regides da sequéncia do DNA, a presenga ou a auséncia das regidoes
predispostas para as ligagdes cruzadas (hotstops), entre os alelos pode ditar a
frequéncia da associacao dos alelos. Portanto, parece que a distribuicdo dos alelos

nao é feita ao acaso. (DUNNING et al, 2000).
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Apesar da ocorréncia do desequilibrio de ligagcdo, ainda assim existe um
grande polimorfismo das moléculas MHC humano, mesmo em individuos
pertencentes ao mesmo grupo étnico. (BEGOVICH et al, 1992; KNIPER et al, 2000;

PRITCHARD; PRZEWORSKI, 2001; ROBINSON et al, 1989).

3.2.13 MHC e susceptibilidade as doencas

As primeiras referéncias de associacdo entre HLA e doengas foram as de
Amiel em (1967), ao reportar a provavel correlagcdo de um gene e a doenga de
Hodgkin (AMIEL, 1967 apud VAN SAMOREN et al, 1974). A associacdo da
frequéncia de determinados alelos a maior susceptibilidade a doenca é respaldada
principalmente pelo grande polimorfismo das moléculas HLA. Atualmente, a
associagdo entre MHC e susceptibilidade genética, tem sido enfatizada
principalmente nas doengas auto-imunes e em algumas doengas virais e alérgicas.
(MERRINAN; TODD, 1995; NEPOM; ERLICH, 1995; SHIINA et al, 2004).

O estudo da susceptibilidade a doenca por meio do MHC é feito pela analise
quantitativa dos alelos encontrados na doenca analisada.

Dois tipos de estudos tém sido utilizados para abordar associacdo entre os
marcadores de histocompatibilidade com as doencas; o estudo realizado em familias
e o estudo populacional, que é considerado o mais facil de ser realizado.

Em relacdo ao estudo populacional, a frequéncia dos alelos determinada em
uma doenga € analisada levando em consideragdo uma populacdo controle
semelhante a da doencga pesquisada e a frequéncia previamente estimada destes
alelos num grupo etnicamente semelhante. Portanto, a susceptibilidade a doenca
estudada pode ser quantificada através do calculo do risco relativo (RR), que

expressa o aumento da probabilidade de que o individuo que apresenta um dado
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alelo valorizado como RR tem em desenvolver a doenga em questdo, comparado
aos individuos que nao apresentam tal alelo. Normalmente pode ser valorizado um
provavel indicador estatistico de suscetibilidade quando o RR é maior que 1. Nos
casos em que o RR é menor podera ter até um significado inverso, ou seja, este
alelo pode ser valorizado como fator de protegdo (PF) ao desenvolvimento da
doenca.

Quanto maior o risco relativo determinado para um alelo em uma doenga,
maior € a susceptibilidade genética a doenca. Por exemplo, os individuos que
possuem o HLA-B27 tém uma probabilidade 87 vezes maior (risco relativo de 87) de
apresentar espondilite anquilosante, do que os individuos com alelos HLA-B
diferentes. No entanto, o mecanismo no desenvolvimento da doenca é ainda mais
complexo e a associacdo a doenca nao deve ser interpretada assim tao
simplesmente, levando em consideracdo apenas a frequiéncia de alelos. No caso da
espondilite anquilosante, outros fatores, como a estreita associagéo dos genes TNFa
e TNFB com o gene HLA-B27, sdo importantes para o surgimento da doenca.

Além disso, deve ser levada em conta a prevaléncia da doenca na
populacdo, que determina em ultima analise o “risco absoluto” que o individuo
apresenta em desenvolver a doenga.

Baixos valores do risco relativo, dependendo da frequéncia do alelo e da
afeccdo na populagdo estudada, podem ser valorizados na estimativa da
susceptibilidade de uma determinada doenca. Além disso, o achado de multiplos
genes com baixo risco relativo, ao mesmo tempo, pode ser enfatizado na
susceptibilidade das doencas devido ao fenbmeno de “epistasia”’, ou seja, a
ocorréncia de interferéncia de genes de locus diferentes na expressao fenotipica em

uma doenca. (JANEWAY et al, 2002; WANDSTRAT; WAKELAND, 2001).
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A complexidade com que os alelos conferem susceptibilidade as doencas
exige a compreensao de muitos fatores basicos inerentes a esse tema, tais como:
(GEBE; SWANSON; KWOK 2002; THEOFILOPOULOS, 1995ab; WICKER, 1997).
(Tabela 1 e Quadro 6).

o Existem varios sitios de polimorfismo nas moléculas MHC classe Il que
podem interagir para formar um sitio que propicia a apresentagdo do
elemento determinante para a doenca;

° Multiplos alelos podem ser determinados no estudo do risco genético a
uma determinada doencga, o que pode afetar a susceptibilidade e a
severidade da mesma;

o Alelos protetores para o desenvolvimento da doenga podem ser
identificados. (TROWSDALE, 1993);

o O desequilibrio de ligagdo aumenta ainda mais a dificuldade na
valorizagdo da associagdo da probabilidade de alelos identificados
numa determinada doenga,;

o Outros loci genéticos, localizados ou ndo no MHC, contribuem com a
susceptibilidade a doenca e podem modular o impacto da importancia

dos alelos MHC na mesma;



Tabela 1 Risco relativo e doengas associadas aos antigenos HLA
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Doenca HLA associado

Risco relativo

Espondilite anquilosante
Uveite anterior aguda

S. de Goodpasture
Esclerose multipla

Diabetes Melitus tipo 1
Doenca de Graves
Tireoidite de Hashimoto
Ldpus eritematoso sistémico
Pénfigo vulgar

Miastenia Gravis

Artrite reumatoide

B27
B27
DR2
DR2

Heterozigoto DR3/DR4

DR3
DRS
DR3
DR4
DR3
DR4

87.4
10
15.9
4.8

3.7
3.2
5.8
14.4
2.5
4.2

Fonte: Janeway et al, Imunobiologia, v.13, p. 531, 2002.

Nota: ~ associacao de fato € com o gene HLA-DQ
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Doencgas autoimunes

Alelo HLA associado

Doenca de Adison

DRB1*0404

Hipotireoidismo autoimune

DRB1*0301*0401

Doenca celiaca

DQB1*0201, DQB1*0302

Artrite crénica de Lyme

DRB1*4, DRB1*1501

Sindrome de Goodpasture DRB1*15

Doenca de Giave DRB1*0301

Sindrome insulinica autoimune DRB1*0406

Diabetes melitus insulino-dependente DQB1*0302, DQB1*0201
Miastenia Gravis DRB1*0301

Miastenia Gravis Lambert-Eaton

DRB1*0301, DQB1*0201

Artrite reumatdéide pauciarticular juvenil

DRB1*0801, DRB1*11

Pénfigo foliaceo

DRB1*0404, DRB1*14

Pénfigo vulgar

DRB1*0402

Artrite reumatoide em caucasiano

DRB1*0404, DRB1*0101, DRB1*0401

Artrite reumatdide no Japao

DRB1*0405

Escleroderma DRB1*11
Sindrome de Sjogren DRB1*03, DQB1*0201
Dermatomiosite juvenil DQA1*0501

Esclerose multipla

DRB1*4, DRB1*1501

Quadro 6 Doengas auto-imunes associadas aos antigenos HLA
Fonte: Gebe et al, Tissue Antigens; v. 59, p. 78-87, 2002.

Em relacdo as doencgas auto-imunes outros fundamentos

contribuem para o surgimento da doenga, tais como:

também

o O fracasso na selegdo negativa acarretaria a perda da toleréncia

imunoldgica para os antigenos préprios ou self-antigens. Desse modo,

clones de células T com receptores com alta afinidade para os

produtos de peptideos antigénicos “proprios”-MHC (self-peptideo-

MHC), que deveriam ser eliminados no timo (tolerancia recessiva) da
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origem a produgao de células T “autoreativas”, (CAMPBELL; MILNER,
1993; DIAMOND, 2005);

Reatividade cruzada entre alelos especificos ligados a peptideos
préprios e antigenos estranhos;

Fatores ndo genéticos podem precipitar uma doenca auto-imune,
como por exemplo, os ambientais;

Muitas doencas auto-imunes ndo mostram associagao especifica ou
consistente com patdégenos exogenos. (THEOFILOPOULOS 1995ab;
VULMANOMIC et al, 2003);

Muitas doencas auto-imunes s&o multifatoriais, e peptideos
antigénicos n&o necessariamente agentes infecciosos podem estar
envolvidos;

Alelos associados a doencas auto-imunes podem ser encontrados em
individuos sadios;

A associacado dos alelos HLA-DR e HLA-DQ com as doencas auto-
imunes tém sido mais valorizados, isto porque as moléculas HLA
classe Il estdo envolvidas na selecdo e ativacdo de células T CD4".
(ALTMANN; SANSOM; MARSH, 1991; ALTMANN, 1992; SHINDO et
al, 1994; SCHREUDER et al, 1999; KINIPPER et al, 2001; GEBE et al,
2002);

Muitas das doencas auto-imunes sdo decorrentes de mecanismos que
afetam o MHC em decorréncia de outros fatores, tais como: os ligados
aos genes dos receptores da célula T (TCR), das imunoglobulinas e

das citocinas. (THEOFILOPOULQOS et al, 1995a);
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o A extensa heterogeneidade genética pode propiciar a interagdo de
multiplos genes de loci diferentes, epistasia, afetando a expressao
fenotipica no desenvolvimento das doengas. (WANDSTRAT,;
WAKELAND, 2001);

o Células T reativas a antigenos proprios podem ser encontradas
perifericamente mesmo em individuos saudaveis sem, contudo,
ocorrer a formagdo de auto-antigenos. (COFFER; BURGERING,
2004);

o As doencgas auto-imunes podem ser induzidas pelo sinergismo dos
genes acionados pela produgcdo de altos niveis de citocinas pro-
inflamatoérias no local do envolvimento, em resposta ao estresse
traumatico;

o As células T auto-reativas CD4", podem ser inibidas por
subpopulacdes de células CD4" CD25", conhecidas como células T
reguladoras da autoreatividade, células Natural Tregs. (PAUST;
SCHWARTZ, 2005);

o As células T efetoras auto-reativas CD4", também podem sofrer acdo
supressiva de sua ativagdo pelas células T CD8". (SARANTOPOLOS;
CANTOR, 2004; VON BOEHMER, 2005);

o A identificacdo do desequilibrio de ligagdo no estudo da
susceptibilidade nas doencas € essencialmente mais preciso nas
doengas monogenéticas e extremamente  dificultoso nas
multigenéticas.

Em relagdo a associacdo MHC e infec¢ao, apesar dos inumeros trabalhos ja

desenvolvidos, as associagbes hoje referidas ainda carecem de maior elucidagéo
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molecular que explique o envolvimento dos diferentes alelos MHC na
susceptibilidade ou resisténcia as doencas infecciosas. Podemos citar, por exemplo,
a correlagado do alelo HLA-B53 com o aumento da resisténcia para a forma severa
de Malaria em Gambia, e também a ligacdo do HLA-B*35 e a resisténcia para o
herpes virus tipo 1 (HSV-1). O HLA-B35 e Cw4 foram associados com a rapida
progressao para AIDS em contraste com os alelos HLA-B57, B27 e Cw14 que foram
relacionados com a protecao para o a doenca. Também o HLA DQB1*0301 e —
DRB1*11 foram associados a resisténcia para persisténcia do virus da hepatite C.
(NIKOLICH-ZUGICH et al, 2004). A base para a susceptibilidade genética a agentes
infecciosos é potencialmente poligénica. (DORFFMAN; GERMAIN, 2002; HILL,
2001; NIKOLICH-ZUGICH et al, 2004; BELKAID; ROUSE, 2005).

As células T reguladoras CD4*, CD25", Natural Tregs, exercem acgao
significante na modulagao da resposta imune as infec¢des cronicas. A redugcao da
funcdo ou do numero das células reguladoras Tregs, leva a eliminagao do patégeno
no hospedeiro, mas pode acarretar um excessivo dano celular e imunopatologia.
Enquanto que o excesso da fungcdo ou do numero dessas células acarreta inibicao
da resposta imune efetora com o descontrole da infeccdo, morte do hospedeiro,
reativacdo da doenga, manutencao da infecgao e transmisséo.

Assim sendo, a protegcdo do individuo depende fundamentalmente do
equilibrio da fungéo reguladora das células natural Tregs. O decréscimo da fungéo
dessas células decorre do seu bloqueio exercido nas moléculas de interleucinas (IL
10), fator de crescimento tumoral- 8 (TGF-f), e receptor de alta afinidade para o co-

receptor B7 (CTLA-4), presente em células T. (BELKAID; ROUSE, 2005).
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4 MATERIAL E METODOS

Este estudo clinico e laboratorial, tipo seccional, foi realizado de acordo com
as normas do Conselho Nacional de Saude do Ministério da Saude do Brasil, diante
do exposto & Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa — CONEP, obedecendo as
atribuicdes definidas na resolucdo CNS 196/96. Encaminhado apdés apreciagao do
Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Cassiano Antonio de Moraes

(HUCAM) da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES).

4.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Estudo imunogenético realizado por meio de tipificagdo de HLA classe | e |l,

de 30 pacientes negros com Pitiriase rosea.

4.2 PARTICIPANTES

O estudo foi constituido por dois grupos totalizando 75 voluntarios. Um

formado por pacientes com Pitiriase rosea (PR) e o outro grupo de individuos

saudaveis pertencentes ao grupo controle (PR-C).

4.2.1 Critério de Elegibilidade

Individuos negros, com o diagnostico clinico e histopatolégico compativel
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com PR em atividade, procedentes do ambulatério dos Servigos de Dermatologia do
Hospital das Clinicas da Universidade Federal do Espirito Santo (HUCAM / UFES) e

da Escola de Medicina da Santa Casa de Misericordia (EMESCAM) de Vitéria.

4.2.2 Critérios de Inclusdo

4.2.2.1 Pacientes

Participaram do trabalho os pacientes (grupo PR) com quadro tipico de PR,
na fase aguda da doencga, apresentando lesdes das duas fases evolutiva da doenga,
lesdao da placa mae e lesdes caracteristicas do surto eruptivo. Pacientes com a idade
entre 18 a 40 anos de idade, de ambos os sexos, de etnia negra e fototipo V e VI
segundo a classificagao de Fitzpatrick.

Todos os pacientes que participaram do estudo tiveram comprovacao
histopatolégica, de dermatite inflamatéria aguda ou subaguda compativel com o
diagndstico de PR.

Foi afastado, através da histéria pregressa dos pacientes, 0 uso prévio de
medicamentos de uso oral num prazo de 60 dias.

Foram incluidos no estudo apenas os pacientes que nao apresentam
evidéncias clinica e laboratorial de imunossupressao. Inserimos ao trabalho apenas
0s pacientes que nao apresentavam doengas, dermatoldgicas, infecciosas,
metabdlicas, degenerativas e neoplasicas ou historia pregressa e familiar de
doencgas, auto-imunes (lupus eritematoso, esclerodermia, dermatomiosite) e outras

doencas de pele de evolucao cronica.
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4.2.2.2 Grupo controle

O grupo controle (PR-C) foi constituido de 45 pessoas saudaveis de etnia
negra, fototipo V e VI (Fitzpatrick), com 18 a 40 anos, de ambos 0s sexos.

Os individuos pertencentes ao grupo controle ndo apresentavam nenhum
parentesco com 0s pacientes.

Os voluntarios nao apresentavam evidencias clinica e laboratorial de
imunossupressao, doengas dermatoldgicas, metabdlicas, degenerativas e
neoplasicas. Foram selecionadas pessoas que apresentavam alguma aproximagao

de convivéncia com os pacientes.

4.3 METODOLOGIA

Todos os participantes deste estudo (pacientes grupo PR e controle grupo

PR-C) foram submetidos a seguinte rotina:

4.3.1 Entrevista e Exame clinico

o Assinatura do termo de livre e esclarecimento, aprovado pelo Conselho
Nacional de Saude — Resolugédo 196/96 (anexos 1 e 2);

o Preenchimento do protocolo de Investigagao Geral, visando avaliar as
caracteristicas clinicas dos individuos, histéria patolégica pregressa e
familiar (anexos 3 e 4). Preenchimento do protocolo de etnias do

laboratério de HLA-UERJ (anexo 5);
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o Exame fisico e exame dermatoldgico para triagem de outras doencgas
dermatoldgicas, infecciosas e auto-imunes detectaveis ao exame

clinico geral.

4.3.1.1 Os Individuos do grupo de pacientes (PR) foram submetidos ainda:

o Anamnese clinica detalhada e dirigida a obtencdo de informacgdes
sobre a doencga estudada (anexo 3);

o O exame dermatoldégico objetivando selecionar para o trabalho os
pacientes que apresentavam lesdes dermatolégicas consideradas
tipicas da PR, ou seja, ambas as lesdes caracteristicas das duas fases
evolutivas, a lesdo conhecida por placa mée e as lesbes do surto
eruptivo;

° Exame da mucosa oral.

4.3.2 Exames laboratoriais

4.3.2.1 Biopsia de pele

Foi realizada nos 30 pacientes com o diagndstico clinico de PR.

Cada paciente com suspeita clinica de PR foi submetido a uma biopsia de
punch de 3 mm de diametro. As bidpsias foram realizadas nas lesdes de placa méae
ou nas em lesdes do surto eruptivo. O material foi fixado em formalina a 10%
embebido em parafina e corado pela hematoxilina eosina (HE) e pela coloragéo pelo
acido periddico de Schiff (PAS).

Os exames foram realizados no Servico de Anatomia Patolégica da

EMESCAM e do HUCAM.
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4.3.2.2 Exames de sangue laboratoriais gerais

4.3.2.2.1 Pacientes PR e grupo controle PR-C.

Exames complementares (para triagem de hepatites, AIDS e sifilis) tais
como: venereal disease reference laboratory (VDRL), fluorescent treponemal
antibody absorption (FTA / ABS), test hepatitis B surface antigen (HbsAg), antibody
anti hepatitis C virus (HCV) e antibody and anti-human immunodeficiency virus (anti

HIV 1 e 2), e hemograma.

4.3.2.2.2 Outros exames de sangue laboratoriais, acrescentados ao grupo de
pacientes (PR)
Velocidade de hemossedimentacédo (VHS), proteina C reativa e

antiestreptolisina O.

4.3.2.3 Tipificacdo do HLA classe | e Il

Incluindo ambos os grupos, de pacientes (PR) e grupo controle (PR-C).

Amostras de sangue:

Foram coletados a vacuo 16 ml de sangue de cada individuo. O sangue foi
distribuido em 4 tubos com EDTA e enviados no mesmo dia para o laboratério de
HLA da UERJ, para as tipificagcdes de HLA classe | e Il pela técnica PCR-SSP com
kits de baixa resolucéao.

a) Extracdo do DNA

Os tubos foram centrifugados a 1500 rpm durante 10 minutos, e os
concentrados leucocitarios obtidos por este método (buffy coat), aspirados com

auxilio de pipeta Pasteur e transferidos para tubo eppendorff de 1,5ml de
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capacidade. O buffy coat foi mantido em geladeira por até 24 horas ou congelado a
—20°C até o momento da extragcao do DNA.

O DNA genbmico foi extraido pelo método de salting out, no qual apos a lise
celular, a precipitagao de proteina é feita usando-se cloreto de sédio saturado (NaCl
6M) e para precipitacdo do DNA, etanol absoluto (C;HgO). A massa do DNA
precipitado foi ressuspensa em agua esterilizada (sistema milli-Q).

A avaliacdo da pureza e da concentragao de DNA nas amostras foi realizada
através de leitura da densidade 6ptica (DO) em espectrofotdmetro, das amostras
diluidas a 1:50 ou 1:100 em agua milli-Q. A pureza ideal da amostra deve situar-se
entre 1,50 — 1,80. E calculada com base na relagéo entre a concentracédo de acidos
nucléicos (DO em 260 nm) e de proteinas (DO em 280 nm). A concentragao ideal
para a realizacdo do teste é de 100ng/ul (minima 25 - maximas 200ng/ul). E
calculada multiplicando-se o valor da concentragdo de acidos nucléicos (DO em
260nm) por 1 DO (50) e pelo fator de diluigado empregado.

As amostras de DNA podem ser utilizadas imediatamente apds o
isolamento, e podem ser estocadas a temperatura de —20°C ou inferior, por periodos
de tempo prolongados (acima de 1 ano), sem efeitos adversos nos resultados.

b) Tipificagdo HLA

A tipagem HLA a partir do DNA gendmico foi realizada pela técnica de PCR-
SSP (Polymerase Chain Reaction with Sequence-specific Primers) utilizando o
sistema Micro-SSP HLA DNA typing (One Lambda, Inc. - CA - USA), o qual permite
a discriminagdo entre os diferentes alelos ou grupos de alelos de HLA durante o
processo de amplificacdo do DNA. O estudo foi realizado com Kits de baixa
resolugdo. Os seguintes grupos de alelos HLA puderam ser tipificados em ambos os

grupos dos pacientes estudados: A*01, A*02, A*03, A* 11, A*23, A*24, A*25, A*26,
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A*29, A*30, A*31, A*32, A*33, A* 43, A*66, A*68, A*69, A*74, A*80, B*07, B*08,
B*13, B*14, B*1401, B*15, B*1504, B*1517, B*18, B*27, B*35, B*3505, B*37, B*38,
B*39, B*3906, B*40, B*4004, B*4039, B*41, B*4102, B*44, B*45, B*48, B*4803,
B*49, B*4901, B*50, B*51, B*52, B*53, B*55, B*57, B*58, B*81, B*82, Cw*02,
Cw*03, Cw*04, Cw*05, Cw*06, Cw*07, Cw*08, Cw*12, Cw*14, Cw*15, Cw*16,
Cw*17, Cw*18, DRB1*01, DRB1*03, DRB1*04, DRB1*07, DRB1*08, DRB1*09,
DRB1*10, DRB1*11, DRB1*12, DRB1*13, DR1*14, DRB1*15, DRB1*16, DRB3*,
DRB4*, DRB5*, DQB1*02, DQB1*03, DQB1*04, DQB1*05, DQB1*06.

c) Amplificacdo do DNA

A amplificacdo do DNA refere-se ao processo de se fazerem muitas copias
da sequéncia de DNA que se deseja estudar, de modo a torna-la facilmente
identificavel posteriormente, por uma simples corrida eletroforética, o que requer
conhecimento prévio da sequéncia do gene pesquisado. Este processo € feito pela
técnica de Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR), na qual ocorrem sucessivas
desnaturacdes e hibridizagdes da amostra.

Para que haja a amplificacéo, sao utilizados primers (iniciadores) sequéncia-
especificos (SSP), tampdes, Taqg DNA polimerase, e nucleotideos contidos nos Kits
especificos para o estudo da regido HLA, que sao adicionados a sequéncia que se
deseja amplificar (amostra).

Os pares de primers sao desenhados de modo a permitir um completo
pareamento com apenas um alelo ou grupo de alelos HLA. Sob condigbes de PCR
estritamente controladas, os pares de primers perfeitamente pareados resultam na
amplificacdo da sequéncia-alvo (isto €, resultado positivo), enquanto primers nao
pareados nao resultam em amplificacao (isto é, resultado negativo).

Cada placa de amplificagdo comporta amostras de 1 (no caso de HLA classe
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) ou 3 (no caso de HLA classe IlI) dos individuos. Esta é colocada em um
termociclador, que é programado para aumentar e diminuir a temperatura em varios
ciclos, de acordo com as temperaturas necessarias para as etapas de replicagao do
DNA.

O processo de amplificacado é constituido de 3 etapas basicas: desnaturagao
(maior temperatura), na qual a fita dupla de DNA é separada em 2 fitas simples;
anelamento (menor temperatura), no qual ocorre a hibridizagdo dos primers a regiao
promotora do gene que se estd pesquisando; e extensdo (temperatura
intermediaria), quando a Tag-polimerase pareia nucleotideos a fita molde a partir da
extremidade do primer. Em nosso trabalho, utilizamos 30 ciclos de amplificagéo
segundo o protocolo usado para o termociclador abaixo especificado (protocolo
indicado pelo fabricante dos kits supracitados), onde os 10 primeiros ciclos, que sao
apenas de desnaturagdo e anelamento, visam garantir uma maior eficiéncia no
procedimento (quadro 7). Considerando que a amplificagcdo durante a reagdo de
PCR pode ser afetada por varios fatores (erros de pipetagem, baixa qualidade do
DNA, presenca de inibidores, etc), o kit prové um par de primers de controle interno
em cada reacado de PCR. O par de primers do controle interno amplifica uma regiao
conservada do gene da fglobulina humana, que estd presente em todas as

amostras de DNA e é usado para verificar a integridade da reagdo de PCR.
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N Numero de ciclos Etapas Temp. (°C) Tempo (seq)
1 1 96 130
2 63 60
9 1 96 10
2 63 60
1 96 10
20 2 59 50
3 72 30
Término 1 4

Quadro 7  Protocolo para termociclador em amplificacdo dos genes HLA.

d) Interpretac&o dos Resultados

A analise do produto amplificado foi feita por eletroforese em gel de agarose
(2,5% em tampéo TBE 1X) contendo 0,05mg% de brometo de etidio. A corrida foi
feita a 140-150 volts por 3 a 5 minutos. O gel foi transferido para um transiluminador
ultravioleta, observado e fotografado.

A interpretacdo dos resultados do PCR-SSP foi baseada na presenca ou
auséncia de um determinado fragmento de DNA amplificado. Este pode ser
facilmente visualizado diretamente no gel e na fotografia, e os resultados finais foram
analisados com auxilio de um software especifico e confirmados visualmente numa
tabela prépria fornecida pelo fabricante.

Os fragmentos de DNA amplificados a partir de um par de primers especifico
para HLA s&o menores do que o produto do controle interno, porém maiores do que
a banda difusa do primer ndo incorporado. Dessa forma, uma reacéo positiva para
um alelo especifico ou um grupo de alelos HLA ¢é visualizada no gel como um
fragmento de DNA amplificado entre a banda do produto do controle interno e a

banda do primer ndo incorporado (figura 11).
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Reacao Reacao Controle

Positiva Negativa Negativo
Slot (I 1 I
Banda de controle interno

|

Banda da tipagem positiva

Banda do primer

Figura 11 Interpretacdo do gel de eletroforese apos amplificagdo do DNA na

tipificagdo HLA.

4.4 ANALISE ESTATISTICA

O tamanho da amostragem populacional de ambos o0s grupos pacientes
(PR) e grupo controle (PR-C), foram fundamentados em calculos estatisticos, com o
conhecimento prévio da literatura, empregando-se a regra conhecida como
“tamanho do efeito”, esperando encontrar uma diferenga entre os grupos de 30%.
(JACOB, 1969). A literatura Internacional refere-se a prevaléncia de PR entre 0,13 a
0,50 % da populagdo mundial estudada. O célculo da amostra foi definido utilizando
a incidéncia média de 1% para a PR, o que definiu o numero de 25 individuos para
grupo de pacientes (PR) e 33 individuos para o grupo controle (PR-C). A analise
estatistica foi realizada pelo teste de qui-quadrado (y2) ou pelo teste de exato de
Fisher. A razdo de chance (OR = odds ratio) ou risco relativo (RR), o intervalo de
confianca de 95% (IC 95%) e o nivel de significAncia estatistica (valor p) foi
calculado para cada grupo alélico determinado, cuja frequéncia geral (PR + PR-C)
era maior ou igual a 5 casos. O critério de determinagdo de significancia foi o nivel
de 5% e o poder do teste € de 80%. A analise estatistica foi processada pelo

software estatistico SAS® System. Foram consideradas as seguintes suposigdes



77

para o calculo amostral:

A. Nivel de significancia de 5%.

B. Poder do teste de 80%.

Para o calculo da frequéncia dos grupos alélicos de HLA e sua significancia
relacionada com a predisposicao a doenga estudada, empregamos o calculo do

risco relativo (formula 1).

Férmula 1 - Calculo do risco relativo (RR)

R Doenca(Ag +/ Ag )
Controleg(Ag +/Ag -)

Fonte: Goldsby et al, Kuby Imunologia p.193, 2002.

O risco relativo (RR) é calculado dividindo-se a frequéncia do respectivo
grupo alelico HLA na populagdo e pacientes pela frequéncia deste antigeno na
populagao geral (grupo controle). Empregamos os mesmo fundamentos do teste qui-
quadrado e o teste exato de Fischer para as analises estatisticas comparativas.

o O caélculo do risco relativo (RR), o intervalo de confianga de (IC 95%)

e o nivel de significancia estatistica (valor p) foram analisados pela
frequéncia dos respectivos grupos alélicos verificada em nossa
tipificacdo HLA classe | e Il entre os dois grupos estudados (PR e PR-
C);

o O calculo do risco relativo  (RR), o intervalo de confianga de (IC 95%)
e o nivel de significancia estatistica (valor p) dos grupamentos alélicos
classe ll, verificados ambos os grupos (PR e PR-C) da nossa
populagdo estudada foram comparados estatisticamente, com outra

amostragem populacional saudavel, de etnia afro-americana (black)
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procedente dos estados da regidao sul dos USA divulgados como oficial
no site: http://www.allelefrequencies.net (KUFFNER et al, 2003);

o O mesmo estudo comparativo foi realizado, empregando a frequéncia
dos grupos alélicos HLA-DQ* de ambos o0s nossos grupos estudados
(PR e PR-C) com a frequéncia fenotipica em populagdes brasileiras
constituidas por pessoas sadias e divulgadas como oficial no site do

governo dos EUA http://www.allelefrequencies.net;

- O primeiro foi com a analise da frequéncia fenotipica de 129 individuos
sadios de todas as etnias realizadas no estado de S&o Paulo. (GOLDBERG et al,
1998).

- Outro estudo comparativo foi realizado com uma populacédo sadia, de 42
individuos “mulatos” dos estados do sul do pais, anunciados como oficiais no mesmo

site anterior. (TEMIN et al, 2004).


http://www.allelefrequencies.net/
http://www.allelefrequencies.net/
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS DA POPULACAO ESTUDADA

Os grupos de pacientes (PR) e controle (PR-C) foram constituidos por
individuos de ambos os sexos, com a idade situada entre 18 a 40 anos. Em relagao
aos sexos, houve significante predominio do sexo feminino nos dois grupos, ou seja,

em 73% dos pacientes de PR, e 80% do grupo controle (figura 12).

% .
o Pacientes o Controle
100,0 +
80,0

80,0 73,3

60,0 -

40,0 -

26,7
20,0
20,0 -
0,0
Masculino Feminino

Figura 12 Distribuicdo dos grupos segundo sexo.

A idade média no grupo dos pacientes de PR foi de 26 + 6,8 e a idade média
do grupo (PR-C) também foi estatisticamente igual, ou seja, de 25 £ 5,8 (figura 13).
Em relacdo a cor da pele todos os individuos foram enquadrados segundo a

classificagao da cor da pele, e sensibilidade a radiag&o solar (fototipo), proposta por
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Fitzpatrick (ROOK, 1998). No grupo dos pacientes com PR 33,3% de individuos
foram considerados de fototipo V e 66,7% de fototipo VI. No grupo controle, 40%

fototipo V e 60% fototipo VI (figura 14).

35 - 26 +6,8 25+58
28 - [ (
o 21
o
©
o
14
7 _
0
Pacientes Controle

Figura 13 Idade média e desvio padrao dos grupos.

% O Pacientes O Controle

100,0-
66,7

80,0 60,0

60,0 40,0

40,0+

20,04

0,0

Figura 14 Classificagdo quanto ao tipo de pele.
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Quanto a etnia, ambos os grupos podem ser considerados de individuos de
etnia negra. Isto se deve nao s6 aos critérios em relagdo ao (fototipo), mas também
a utilizacao de critérios respeitando as caracteristicas fenotipicas comuns a raga
negra, como o aspecto do cabelo, nariz e labios. Além disso, utilizamos o formulario
de descendéncia étnica do Laboratério de HLA /UERJ. Ressaltamos que, em todos
os formularios preenchidos, a descendéncia de origem étnica negra foi referida por
eles até a terceira geracao (anexo 5).

Todos os componentes de ambos o0s grupos gozavam de boa saude e nao
tinham evidéncias clinico-laboratoriais de imunossupressao.

Doencas de pele foram afastadas, tanto ao exame clinico como na histéria
médica pregressa e na historia familiar. Também todos os voluntarios foram nao
reagentes aos exames: VDRL, FTA / ABS, HbsAg, anti-HCV e anti HIV 1 e 2. O
hemograma foi considerado normal em todas as pessoas.

Outras doencas de natureza auto-imune, infecciosa, degenerativa e
neoplasica também foram afastadas pelo detalhado exame clinico e questionario a

que todos os voluntarios foram submetidos (anexos 3 e 4).

5.2 CARACTERISTICA CLINICA DA PR NO GRUPO DOS PACIENTES PR

Todos os 30 pacientes de PR selecionados apresentavam um quadro clinico
considerado tipico da PR, ou seja, com a presenga concomitante da lesao
denominada por placa mae e das lesdes eritemato-papulosas do surto eruptivo. Os
dados referentes as observacgdes inerentes ao comportamento da doenca e dos

pacientes pertencentes ao grupo PR, estao sintetizadas no (quadro 8).
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Tempo

Caso |ldade| Sexo |Fototipo| HDA giztg. Lgf;i':;%io Egqu;ggg Recidiva astooecnigga
APS | 37| F Vv 1 04/02 | peitoral 6 - -
AP 37| F Vv 3 | 07/03 | cervical 8 - -
AAD | 34 F Vv 2 11/03 coxa 7 - Asma
APS | 20 F \ 1 09/03 dorso 6 - P. capitis
AMM | 19| F VI 4 07/03 dorso 8 - -
BSS |18 | M VI 6 | 04/03 | abdome 10 - -
DM 38| M Vi 3 06/03 dorso 8 - D.seborreica
DCS |26 | M V 3 04/02 | t.anterior 8 - -
ERT | 19| F Vv 2 11/03 braco 6 - -
EJS | 21 F Vi 1 07/01 dorso 7 - -
ERR |26 | M V 4 05/03 | cervical 9 - -
ESA | 32| F Vi 2 04/03 coxa 6 - -
JSD |20 | M \ 5 08/03 braco 10 - P. capitis
KRM (18 | M \ 3 06/03 | peitoral 7 - -
MS 27 | M Vv 2 04/02 dorso 6 - -
MCR | 23 | F Vv 4 | 08/01 dorso 9 Sim -
NPS | 35 F \ 4 09/01 braco 8 - -
MMS | 31 F VI 3 | 04/03 | peitoral 7 - -

NB 24 F \% 4 07/02 | antebrago 11 - -
NVP | 18 | F Vi 5 | 05/03 pubis 10 - -
NFS | 20 F Vv 3 04/03 coxa 9 - -
PSN | 31 M VI 4 04/03 dorso 8 - D.seborreica
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Em relacdo a historia do tempo de aparecimento das lesdes anterior a
consulta, ou seja, historia da doenca atual (HDA) observamos o tempo médio de 3
semanas (figura 15). Quanto ao tempo total de evolugédo da doenca, este variou

entre 6 a 11 semanas (tempo médio de 8 + semanas) (figura 15).

10 - — Tempo total —— HDA

Namero sujeitos
o
L

Semanas

Figura 15 Tempo de evolugdo da doencga na consulta (HDA) e tempo de evolugao

total dos pacientes com pitiriase résea.

A lesao da placa mae, em todos os casos, foi como lesédo unica, localizada
predominantemente no térax em 50%, sendo que, desses casos, em 7 a leséo
situava-se no dorso, 6 na regido peitoral, 2 no térax anterior e 2 no abdome.

Os casos situados como membros correspondiam-se respectivamente: 4
coxas, 3 bracos e 1 antebrago e os outros 13.3% sao localizados da regido pubiana
(figura 16).

Em nossa casuistica, constatamos predominancia de casos diagnosticados

nos meses de maio, junho e julho. Portanto maior incidéncia nos meses que
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correspondem o outono, inverno e primavera (figura 17).

Outros Dorso
13,3% 23,3%

Membros
26,7%

Regido Torax anterior
cervical 26,7%
10,0%

Figura 16 Local de localizacdo da lesdo de placa mae os pacientes com Pitiriase

Roésea.
8,
%) 6 -
i
T
7
o 4
o]
o
(]
£
S 2
=2
0

Mar  Abr Maio Jun Ju Ago Set Out Nov

Més do ano

Figura 17 Més de ocorréncia dos casos dos pacientes com Pitiriase Rosea.

Em relacdo a doencas associadas, observamos apenas 2 casos de PR

associados com atopia, ou seja: 1 caso com rinite alérgica e outro com asma
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brénquica. Dermatite seborreica discreta localizada no couro cabeludo e na face
foram notadas em 2 pacientes e 3 individuos apresentavam exclusivamente pitiriasis
capitis (quadro 8).

O unico caso observado ao longo dos 22 meses referentes ao tempo da
pesquisa, que apresentou episoédio de recorréncia em 11 meses apos a involugao da
primeira manifestagcdo da doenca apresentou neste periodo um quadro mais frusto
na com evolucao total de 4 semanas e auséncia da placa mae. Enquanto que a
primeira manifestacdo da PR, nesta paciente, foi com a presenca da placa mée e a

evolucao total da doenca foi de 9 semanas.

5.3 EXAMES COMPLEMENTARES DOS PACIENTES DE PR
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nas lesdes do surto eruptivo. Tanto as amostras correspondentes a lesdes do surto
eruptivo, quanto a das lesbes da placa mae demonstraram, pela analise
histopatoldgica através da coloragdo pela Hematoxilina Eosina (HE), um quadro de
dermatite inflamatéria subaguda ou crénica com: paraceratose focal, moderada
acantose, discreta espongiose, as vezes exocitose, além de infiltrado inflamatério
constituido por mononucleares localizados na derme superior, predominantemente
perivascular. Em alguns casos observamos extravasamento de hemacias na derme
papilar. A coloragao para fungos, pelo acido periédico de Schiff (PAS) foi negativa

em todas as amostras dos casos examinados.

5.5 ANALISE EXPLORATORIA DA TIPIFICACAO HLA CLASSE I E Il

As tipificagbes dos individuos estudados foram determinadas pelo método
de biologia molecular, PCR-SSP de baixa resolugdo, que nos permite uma analise
exploratdria genérica dos principais grupos alélicos classe | e Il do sistema HLA. No
estdo relacionados os alelos determinados dos individuos com pitiriase résea (PR), e
no (anexo 7) os alelos HLA dos individuos pertencentes ao grupo controle (PR-C)
(anexo 8).

A amostragem estudada foi altamente heterozigética tanto para os 3 loci da
classe I: locus A de 89,3%, locus B 97,3% e locus C 86,7%, como também para os
|6¢ci HLA classe II: DRB1 de 85,3% e DQB1 de 84,0%. As combinagdes alélicas mais
comuns para a classe | foram: -A*02-B*42-Cw*04 (8%) e —A*30-B*42-Cw*17 (8%) e
a, -A*11-Cw*04-B*35-DRB1*01-DQB1*05, detectado em 3 (4%) individuos.

A analise da frequéncia fenotipica dos grupos alélicos com a determinagao
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do RR, respectivos intervalos de confianga IC 95% e valor p, em ambos os grupos

PR e PR-C, estdo sumarizados nas (tabelas 2 a 5).

Tabela 2 Analise estatistica da frequéncia fenotipica dos alelos hla-a*, incluindo
risco relativo (RR), intervalo de confianga IC 95% e P, dos individuos afro-brasileiros
pertencentes ao grupo de pacientes com pitiriase rosea (PR) e ao grupo controle
(PR-C)

wa PR PR PR% PRC% IC 95% valor b
n=30 n=45 =30 n=45 LS LI
A*01 3 3 10,0 6,7 1,56 029 - 827 045
A*02 12 15 40,0 333 1,33 051 - 347 055
A*03 3 7 10,0 156 0,60 0,14 - 254 0,37
A*11 2 3 6,7 6,7 1,00 015 - 637 0,67
A*23 6 9 20,0 200 1,00 031 - 317 1,0
A*24 4 5 13,3 11,1 123 030 - 501 0,52
A*25 0 1 0,0 2,2 - - - -
A*26 1 3 3,3 6,7 - - - -
A*29 1 4 3,3 8,9 035 003 - 332 0,33
A*30 7 13 233 289 075 025 - 217 059
A*31 1 3 3,3 6,7 - - - -
A*32 2 1 6,7 2,2 - - - -
A*33 5 8 16,7 178 093 027 - 315 09
A*36 0 2 0,0 4,4 - - - -
A*66 0 1 0,0 2,2 - - - -
A*68 8 6 23,3 133 1,98 059 - 660 0,26
A*74 1 2 3,3 - - - - -
blank 4 4 13,3 8,9 i - - -

* Método de determinagéo: PCR-/SSP-(One Lambda, Inc-CA-USA), kits de baixa resolugéo.
“n” refere-se ao tamanho da amostra da populagao dos grupos estudados PR e PR-C.

LS = limite superior LI = limite inferior - intervalo de confianga (IC 95%)
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Tabela 3 Analise estatistica da frequéncia fenotipica dos alelos HLA-B*,
incluindo risco relativo (RR), intervalo de confianga IC 95% e P, dos individuos afro-
brasileiros pertencentes ao grupo de pacientes com pitiriase rosea (PR) e ao grupo
controle (PR-C).

PR PR-C PR% PRC%

IC 95%

HLA n=30 n=45 n=30 n=45 RR LS LI valor p
B*07 1 7 3,3 15,6 0,19 0,02 - 1,60 0,093
B*08 1 3 3,3 6,7 - - - -
B*13 1 3 3,3 6,7 - - - -
B*14 4 3 13,3 6,7 215 0,44 - 10,40 0,28
B*15 6 12 20,0 26,7 0,69 022 - 2,09 0,5
B*18 1 1 3,3 2,2 - - - -
B*27 1 1 3,3 2,2 - - - -
B*35 10 9 26.7 20,0 1,46 048 - 4,32 0,49
B*37 0 1 0,0 2,2 - - - -
B*38 0 1 0,0 2,2 - - - -
B*39 1 3 3.3 6,7 - - - -
B*40 3 7 10,0 15,6 0,60 0,14 - 254 0,37
B*41 0 3 0,0 6,7 - - -
B*42 4 3 13,3 6,7 215 0,44 - 10,40 0,28
B*44 6 8 20,0 17,8 1,16 0,35 - 3,75 0,8
B*45 0 4 0,0 8,9 - - - -
B*48 1 1 3,3 2,2 - - - -
B*49 1 0 3,3 0,0 - - - -
B*50 1 0 3,3 0,0 - - - -
B*51 6 3 20,0 6,7 350 080 - 1528 0,085
B*52 0 1 0,0 2,2 - - - -
B*53 6 3 20,0 6,7 350 080 - 1528 0,085
B*55 0 1 0,0 2,2 - - - -
B*57 2 4 6,7 8,9 0,73 0,12 - 427 0,54
B*58 3 3 10,0 6,7 1,56 0,29 - 8,27 0,45
B*81 0 2 0,0 4,4 - - - -
B*82 0 1 0,0 2,2 - - - -
blank 0,0 2 0,0 4,4 - - - -

“n” refere-se ao tamanho da amostra da populagao dos grupos estudados PR e PR-C.
* Método de determinagao: PCR-/SSP-(One Lambda, Inc-CA-USA), kits de baixa resolugéo.

LS = limite superior LI = limite inferior - intervalo de confianga (IC 95%)
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Tabela 4 Analise estatistica da frequéncia fenotipica dos alelos HLA-CW*,
incluindo risco relativo (RR) intervalo de confianga IC 95% e P, dos individuos afro-
brasileiros pertencentes ao grupo de pacientes com pitiriase rosea (PR) e ao grupo
controle (PR-C).

o B TS I RSSO
Cw*02 5 6 16,7 13,3 1,30 0,35 - 4,71 0,68
Cw*03 7 13 23,3 28,9 0,75 0,25 - 2,17 0,59
Cw*04 14 16 46,7 35,6 1,59 0,61 - 4,06 0,33
Cw*05 1 3 3,3 6,7 - - - - -
Cw*06 5 8 16,7 17,8 0,93 0,27 - 3,15 0,9
Cw*07 9 11 30,0 244 1,32 0,47 - 3,73 0,59
Cw*08 4 6 13,3 13,3 1,00 0,25 3,89 0,62
Cw*12 0 3 0 6,7 - - - -
Cw*14 2 1 6,7 2,2 ; A ]
Cw*15 2 7 6,7 15,6 0,39 0,07 - 2,01 0,21
Cw*16 4 4 13,3 8,9 1,58 0,36 6,86 0,4
Cw*17 3 4 10,0 8,9 1,14 0,23 5,49 0,58
Cw*18 0 2 0 4,4 - - - - -
Blank 4 6 13,3 13,3 - - - -

* Método de determinagdo: PCR-/SSP-(One Lambda, Inc-CA-USA), kits de baixa resolugéo.
“n” refere-se ao tamanho da amostra da populag¢ao dos grupos estudados PR e PR-C.
LS = limite superior LI = limite inferior - intervalo de confianca (IC 95%)



90

Tabela 5 Analise estatistica da frequéncia fenotipica dos alelos classe |l
incluindo, risco relativo (RR) intervalo de confianga IC 95% e P, dos individuos afro-
brasileiros pertencentes ao grupo de pacientes com pitiriase rosea (PR) e ao grupo
controle (PR-C).

T RS MR TR e [T e
DRB1*01 10 9 33,3 20,0 2,00 069 - 573 0,19
DRB1*03 7 8 23,3 17,8 1,41 045 - 440 0,55
DRB1*04 7 10 23,3 22,2 1,07 0,35 - 3,20 0,91
DRB1*07 7 9 23,3 20,0 1,22 039 - 3,72 0,73
DRB1*08 3 6 10,0 13,3 0,72 0,16 - 3,14 0,47
DRB1*09 1 1 3,3 2,2 - - - - -
DRB1*10 1 1 3,3 2,2 - - - - -
DRB1*11 6 15 20,0 33,3 0,50 0,16 - 148 0,2
DRB1*12 2 2 6,7 4,4 ; ]
DRB1*13 5 11 16,7 24,4 0,62 0,19 - 2,00 0,42
DRB1*14 3 2 10,0 4,4 239 037 - 15,23 0,31
DRB1*15 3 7 10,0 15,6 0,60 0,14 - 2,54 0,37
DRB1*16 1 2 3,3 4,4 - - - -
Blank 4 7 - - - - - -
i nso PROPRI RN g CHE e
DQB1*02 9 15 30,0 33,3 0.86 0.31 2,32 0,76
DQB1*03 15 28 50,0 60,0 0,67 0,26 1,69 0,39
DQB1*04 10 5 33,3 111 4,00 1,20 13,28 0,018
DQB1*05 15 18 50,0 40,0 1,50 0,59 3,80 0,39
DQB1*06 8 15 26,7 33,3 0,73 0,26 2,01 0,54
Blank 3 9 10,0 20,0 - - - -

* Método de determinacao: PCR-/SSP-One Lambda, Inc-CA-USA, kits de baixa resolugéo.
“n” refere-se ao tamanho da amostra da populagao dos grupos estudados PR e PR-C.
LS = limite superior LI = limite inferior - intervalo de confianca (IC 95%).
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Verificamos que os grupamentos alélicos classe Il, DQB1*04 estavam
presentes em 10 dos 30 pacientes de PR e somente em 5 dos individuos do grupo
controle. O risco relativo (RR) foi de 4,00, intervalo de confianga IC 95% 1,20 -13,28,
valor p 0,018 (tabela 5) e (figura 18). Em relagdo aos grupos de alelos classe |, o
grupo B*51 foi determinado em 6 pacientes de PR e em 3 dos 45 voluntarios
pertencentes ao grupo controle. O grupo B*53 também foi observado em 6 dos
pacientes de PR e em 3 individuos do grupo controle. O RR de ambos os grupos
alélicos B*51 e B*53 foram: RR 3,50, IC 95% 0,80-15,28, valor p 0,085 (tabela 3).

Evidenciamos que ambas as combinagdes alélicas (-B*51-DQB1*04) e (-
B*53-DQB1*04) aparecem juntas, 6 vezes no grupo dos pacientes com PR e em
nenhum voluntario pertencente ao grupo controle (PR-C). O unico caso que
apresentou episodio de recidiva de PR apresentou o seguinte fenétipo: -A*02-A*68 -
B*15-B*51-Cw*03-Cw*14-DRB1*08-DQB1*04 (anexos 7 e 8).

O grupo alélico B*07 demonstrou significativo percentual nos individuos do
grupo controle, ou seja, esteve presente em 7 (15,6%) dos 45 sujeitos do grupo PR-
C, e em apenas 1 (3,3%) dos 30 individuos do grupo PR sendo o RR de 0,19, IC 95

% 0,02-1,60 valor p 0,093 (tabela 3).
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DRB1*01
DRB1*03
DRB1*04
DRB1*07
DRB1*08
DRB1*09
DRB1*10
DRB1*11
DRB1*12
DRB1*13
DRB1*14
DRB1*15
DRB1*16
DQB1*02
DQB1*03
DQB1*04
DQB1*05
DQB1*06

Risco Relativo

Figura 18 Esquema grafico ressaltando o (RR 4,00), p 0,018 dos alelos HLA-DQ*04

nos grupos (PR e PR-C) com os outros alelos classe Il.

Os calculos visando observar a diferenca na propor¢cao da freqiéncia
fenotipica entre os alelos da classe Il dos grupos PR e PR-C em relagdo a da

populagdo afro-americana dos Estados do Sul dos Estados Unidos (USA)
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constataram para os alelos DQB1*04 diferenca significativa entre o grupo de
pacientes (PR versus Black® USA), IC 95% 2,06 -15,86 valor p 0,001 (tabela 6). Esta
tabela ainda destaca que as frequéncias fenotipicas da populagéo, do nosso grupo
controle (PR-C versus Black? USA) s&o estatisticamente semelhantes na maioria dos
grupos alélicos classe Il com a amostra Black® USA, com excegao para os alelos:
DRB1*04, DRB1* 09 e DQB1* 03 que estao destacados em negrito (tabela 6).

O estudo comparativo da freqiéncia HLA-DQ* dos grupos deste estudo (PR-
PR-C) e a populagado envolvendo 129 individuos de todas as etnias do estado de
Sao Paulo verificaram significancia estatistica similar dos alelos DQB1*04, (PR
versus SP), IC 95% 1,72 — 11,55, p 0,002.

Ainda um resultado analogo conferido aos alelos DQB1*04 foi constatado,
utilizando-se outra populacdo considerada “mulata”, constituida por 42 individuos
dos estados do sul do pais, DQB1*04 (PR versus Sul) IC 95% 1,32 - 17,07, p 0,012
(tabela 7). Essa tabela realga a semelhanca estatistica da frequiéncia fenotipica dos
grupos alélicos DQ do grupo controle PR-C e a populagdo Sao Paulo (PR-C versus
SP). No entanto, em relagédo com a populagédo dos estados da regidao sul do Brasil e
a do grupo controle (PR-C versus Sul), verificamos similaridade estatistica na
frequéncia fenotipica apenas para os alelos DQB1*04 e DQB1*02, existindo
diferenca significativa em relagéo aos demais grupos alélicos destacados em negrito

na (tabela 7).
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Tabela 6 Analise comparativa da frequéncia fenotipica dos alelos da classe |l
entre os grupos: pitiriase résea (PR) e grupo controle (PR-C) com a populagéo afro-

americana Southeast USA.

a I C 95 % IC95%  valorp
PR% PR-C% Black”% ppyplack® _YalO'P pR.C x Black® PR-C x

= = = - a
n=30 n=45 n=112 LS L PR-Black LS Ll Black?

HLA

DRB1*01 33,3 20,0 8,9 1,87 -13,85 0,001 0,96 - 6,77 0,054
DRB1*03 23,3 17,8 241 037 - 247 093 0,28 - 163 0,38
DRB1*04 23,3 22,2 8,9 1,06 - 9,02 0,038 1,12 - 7,58 0,024
DRB1*07 23,3 20,0 152 063 - 458 029 057 - 341 046
DRB1*08 10,0 13,3 10,7 0,24 - 3,51 0,6 0,45 - 3,65 0,64
DRB1*09 3,3 2,2 125 003 - 191 0,12 0,02 - 1,24 0,037
DRB1*10 3,3 2,2 4,5 - - - - - -

DRB1*11 20,0 33,3 241 029 - 212 063 0,73 - 3,35 0,23

DRB1*12 6,7 4,4 9,8 0,13 - 313 045 0,09 - 2,00 0,22
DRB1*13 16,7 24,4 36,6 0,12 - 0,97 0,038 0,25 - 1,22 0,14
DRB1*14 10,0 4.4 1,8 - - - - - -

DRB1*15 10,0 156 232 010 - 1,31 0,11 024 - 152 0,28
DRB1*16 33 4,4 5,4 - ; ; _ ] ]

o o ao 95 % CI Cl 95% valor p
Ha PR T PRC o Black % PRxBlack® Y30TP, PR-CxBlack® PRC
AL = Ls L o s LI Black®

DQB1*02 30,0 33,3 37,5 0,29 1,70 044 040 - 1,72 0,62
DQB1*03 50,0 60,0 40,2 066 - 3,34 033 1,10 - 4,52 0,024
DQB1*04 33,3 111 8,0 2,06 -1586 0,001 045 - 453 0,36
DQB1*05 50,0 40,0 37,5 0,74 3,75 0,21 0,54 - 225 0,77
DQB1*06 26,7 33,3 37,5 0,24 148 027 040 - 1,72 0,62

Método: PCR-/SSP-One Lambda, Inc.-CA-USA, kits de baixa resolugéo.
“n” tamanho da amostra da populagao estudada
Black®: populagdo Afro- American Southeast USA

Fonte: KUFFNER et al, Hum Immunol, v. 64(6), p. 639-47, 2003
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Analise estatistica comparativa entre a freqiéncia fenotipica dos alelos

DQ* dos grupos (PR) e PR-C com as populagbes do estado de S&o Paulo e também

com a populacao “mulata” dos estados do sul do Brasil.

IC 95 %

IC 95%

PR % PR-C% SP* % pRrx*sp? valorp PpR-C x SP? valor p
HLA 1230 n=45 n=129 PR x SP? PR-C x
LS LI LS LI SP?
DQB1*02 30,0 333 450 022 123 013 030 124 017
DOB1*03 50,0 60,0 535 039 192 073 065 259 044
DQB1*04 333 111 101 1,72 1155 0002 037 332 052
DOB1*05 500 40,0 388 071 351 025 052 210 088
DQB1*06 26,7 333 473 016 097 004 027 113 010
IC 95 % IC 95%
PR%PR-C% Su% PpRxsu® '2o'P prCxsSul® SAorP
HLA _ _ _ PR x PR-C x
n=30 n=45 n=42 b b
LS LI Su’ s LI Sul
DOB1*02 30,0 333 214 053 459 040 070 480 021
DOB1*03 50,0 60,0 333 076 522 015 124 720 0,013
DOB1*04 333 111 95 1,32 17,07 0012 029 475 054
DOB1*05 50,0 40,0 143 195 1842 0001 140 1143 0,007
DQB1*06 26,7 333 - i i ] ] i i

Método de determinagédo: PCR-/SSP-One Lambda, Inc-CA-USA, kits de baixa resolugao.
“n”: tamanho da populagao estudada.
LS = limite superior LI = limite inferior - intervalo de confianga (IC 95 %).

SP ?: referente a populagdo ao estado de Sdo Paulo sem disting&o racial.

Fonte: Goldberg et al, Genet. Mol. Biol. V.21, n. 3, p. 1-12, 1998.
Sul ®: referente a populagéo “mulata” dos estados do sul do Brasil.

X*:referente a versus

Fonte: Temin et al, Hum Immunol v. 65, p. 882-885, 2004.
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6 DISCUSSAO

A Pitiriase résea, apesar de ser considerada uma doenca de pele de
incidéncia relativamente comum, correspondendo em cerca de 2% das afeccdes
dermatolégicas, e do exaustivo empenho da comunidade cientifica na busca do seu
esclarecimento, sua etiologia permanece ainda desconhecida. (CHUH; CHAN;
ZAWAR, 2004).

Alguns aspectos epidemioldgicos e clinicos, como a incidéncia sazonal,
remissdo espontdnea e a ocasional presenca de sintomas prodrémicos, poucos
casos de recidiva, suportam a origem viral da PR. (KEMPF; BURG, 2000;
PARSONS, 1986). No entanto, a PR nao pode ser admitida como uma doencga,
infecto-contagiosa, pois sdo poucos os relatos na literatura de casos em
comunidades consideradas fechadas. (MESSENGER et al, 1982; MILLER, 1941;
TRAORE et al, 2001). Em nosso estudo também nao houve referéncia de nenhum
caso suspeito de PR na histéria tanto nos individuos do grupo de pacientes como
nos pertencentes ao grupo controle.

Estudos buscando associacdo entre PR e os diferentes virus tais como:
picornavirus. (ARACTING et al, 1996), parvovirus, togavirus, virus influenza (CHUH,
2003; HUDSON; ADELMAN; LEVIS, 1981), HHV-7, HHV-6, (CHUH; CHIU; PEIRIS,
2001; DRAGO et al, 1997ab; KEMPF et. al, 1999; WATANABE et al, 2002; WONG et
al, 2001), CMV e EBV (BONAFE et al, 1982; CHUH, 2003b) demonstraram
resultados bastante contraditérios, dando margem a continuidade das pesquisas.

A hipotese infecciosa de origem bacteriana é sustentada pela verificagéo da

ocorréncia de indicios de infecgdo do trato respiratorio precedendo alguns casos de
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PR.

Entretanto, recentes trabalhos ndo constataram evidéncias de associacao
entre a PR e a infecgdo por Clamidia, Legionela e Micoplasma. (CHUH; CHAN,
2002). Ainda a resposta terapéutica favoravel ao uso da eritromicina oral, que
poderia ser vista como outro dado a favor desta origem pode ser interpretado como
resultante do efeito antiinflamatério e imunomodulador da droga. (LABRO, 1998;
SHARMA et al, 2000).

Consequentemente, a possivel origem infecciosa, bacteriana ou viral mesmo
considerada por muitos autores como a mais plausivel, necessita de maior
investigacao, visto que ainda nao temos a confirmagao do seu agente causal.

Os primeiros autores a referir a PR como uma doenca auto-imune induzida
por antigenos infecciosos ou ndo infecciosos (drogas) ou enddgenos, em
(neoplasias), foram Burch e Rowell (1970). Eles, ao instituirem esta hipédtese,
mencionaram a provavel susceptibilidade genética, ou seja, que a doenca
acometeria individuos geneticamente predispostos. (BURCH; ROWELL, 1970).

A constatagao da presenga de antigenos leucocitarios humanos HLA-DR no
tecido lesional de (PR) situado principalmente na superficie dos ceratindcitos e
adjacentes a células de Langerhans. (AIBA; TAGAMI, 1985), foi o primeiro indicio da
participacao do linfécito T na patogenia da doenga. Também a n&o confirmagao da
ocorréncia de pequena elevagao de células B no sangue circulante disfocou de certa
forma a maior participagdo das células B na patogenia da doencga. (KERMANI-
ARAB; ROBERTS; LESLIE, 1978).

Os autores simpatizantes a esta proposicdo também se fundamentaram em
outras evidéncias tais como: a ndo comprovacgao do agente etioldgico, existéncia de

poucos casos ocorridos em comunidades fechadas e na citagao de PR em pacientes
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com neoplasias e de casos provocados por medicamentos.

Em acréscimo a favor desta proposicdo existe ainda relato de PR em
associagao com doenga de Behcet. (DUROSOQOY; ALPSOY; YILMAZ, 1999) e ainda
a atual mencdo de maior positividade de anticorpos antinucleares (ANA) em
pacientes com PR (CHUH, 2003a).

Esta hipotese levantada por BURCH; ROWELL (1970), porque se respalda
principalmente na provavel origem multifatorial para a PR, ndo contradiz a provavel
origem infecciosa para a doenca. Entretanto, apesar deste conceito estar atualmente
recebendo crescente apoio da comunidade cientifica, que questiona a unica origem
infecciosa para a doenca, esta hipétese ainda necessita de maior respaldo cientifico.

Motivados por esta suposi¢cdo, mas com o foco na possivel predisposi¢cao
genética do individuo em desenvolver a doenga, ndés buscamos, através da
determinacao dos HLA classe | e Il em pacientes com PR de etnia afro-brasileira,
verificar nesta populagao estudada dados que pudessem indicar a ocorréncia deste
fator de susceptibilidade genética para a doencga.

Escolhemos para este estudo individuos de etnia negra, mesmo sendo uma
populagito em menor numero na regido sudeste, que ¢é constituida
predominantemente por pardos e brancos, pelo fato de acreditarmos ser a
amostragem populacional que nos daria uma maior chance de fidedignidade e
homogeneidade em ambos os grupos. Isto porque sao restritos os grupos
populacionais em nossa regiao de ascendéncia hereditaria mais homogénea.

Apesar de ndo ser o objetivo principal do trabalho, achamos oportuno incluir
ao comentario as observagdes constatadas pela analise clinica ao longo dos 22
meses em que decorreu esta pesquisa de tipificagcdo de 30 pacientes negros com

PR, provenientes da regidao metropolitana de Vitoria, ES.
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A investigacao foi do tipo populacional e seccional, no entanto todos os
pacientes foram examinados e acompanhados durante o periodo de manifestacao
da doenga. Os 45 individuos pertencentes ao grupo controle ndo apresentavam
parentesco com os individuos do grupo dos pacientes, porém tinham alguma
proximidade, quer seja residencial, afetiva ou laborativa.

O numero de 30 pacientes usados em nosso estudo foi considerado
suficiente, ja que os calculos estaticos foram baseados na incidéncia da PR de 1%,
enquanto que a incidéncia mundial da doenga é de 0,13 a 0,14% (CHUANG et al,
1982) e, no Brasil em torno de 0,39%. (SOUZA; TAYAH; SOARES, 1984).

A faixa etaria escolhida em nossa amostragem (grupo PR) de 18 a 40 anos,
e a idade média dos individuos desse grupo (26 + 6,8), coincidem com a faixa de
maior incidéncia da doenca (figura 13). Em relagcdo ao sexo, observamos dados
semelhantes a literatura, ou seja, predominancia do sexo feminino (figura 12).

Constatamos, em relacdo a época do ano de maior incidéncia de casos de
PR, em nossa amostragem, dados analogos aos trabalhos de investigagao
epidemioldgica realizados em paises tropicais e subtropicais, ou seja, maior
frequéncia dos casos foi em ordem decrescente, nos meses de outono, inverno e
primavera (figura 17).

Verificamos também que em nossa localidade o paciente levou em média 3
semanas com PR, para ser atendido em nosso ambulatério de dermatologia. Tal fato
nos favoreceu, no diagnostico clinico da doenga, permitindo a observagdo das
lesbes caracteristicas das 2 fases evolutivas da PR.

O tempo médio de evolucao total da doenca foi de 8 semanas, o que é
compativel com os dados da literatura (figura 15).

Ao longo do periodo de desenvolvimento operacional da pesquisa,
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constatamos apenas 1 caso de recidiva da doenga. Essa proporgédo de 0,3 % é
estaticamente similar a referida na literatura, bem como o episédio recidivante mais
frusto com auséncia da placa mae que a paciente apresentou (KEMPF; BURG,
2000; PARSONS, 1986). No entanto, admitimos que nao foi realizado um estudo
visando a observagao do grau de severidade de manifestacdo da doenca, pois fez
parte da metodologia do trabalho a inclusdo dos casos tipicos de PR. Igualmente,
nao foi 0 nosso objetivo um estudo ou a companhamento, dos pacientes estudados.

Em cerca de 50% dos casos de PR, a “placa mae” se localizava no tronco
(figura 15). Os achados referentes a topografia da lesao inicial sdo equivalentes a
literatura. (ALLEN; JANNIGER; SCHWARTZ, 1995; BJORNBERG; HELLGRE, 1962;
NILES, 1940).

Os exames histopatologicos das espécies de biopsias realizadas
aleatoriamente demonstraram um quadro de dermatite inflamatéria inespecifico, que
em conjungao com a clinica foi compativel com o diagnostico de PR. Ndo houve
diferenciagcao do aspecto histoldégico entre as lesdes examinadas provenientes da
placa mé&e ou do surto eruptivo.

Destacamos que ambos os grupos estudados (PR-PR-C) séo
estatisticamente similares em relacdo a todos os aspectos analisados tais como:
ancestralidade, fototipo, idade e sexo (figuras 12, 13, 14) e (quadro 8).

Atualmente grande énfase tem sido dada ao estudo da susceptibilidade
genética conferida pelos HLA e em especial para as moléculas MHC classe Il nas
doencas de natureza auto-imunes.

O concreto mecanismo pelo quais as moléculas MHC conferem
susceptibilidade é por demais, complicado e ainda ndo esta totalmente esclarecido.

O grande polimorfismo das moléculas MHC classe IlI, que podem interagir no
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reconhecimento do peptideo antigénico, a selegao natural das células T no timo e a
apresentagcao dos antigenos as células T periféricas pelas células apresentadoras
de antigenos, sao muitos dos importantes fatores que contribuem na sofisticada
participacao do complexo HLA no desencadeamento das doencas.

Além disso, ndo esta totalmente elucidado porque muitos dos individuos
apresentam alelos que conferem susceptibilidade a determinadas doencgas nao as
desenvolvem, e que alelos de protecao tém sido identificados para explicar essa
ocorréncia. Parece que, provavelmente, outros locos genéticos localizados ou néo
no sistema HLA, estdo também envolvidos na modulacido da susceptibilidade a
doencga pelos alelos HLA. (CAMPBELL; MILNER, 1993; KLEIN; SATO 2000ab;
MARRIMAN; TODD, 1995; NEPOM; ERLICH, 1991; THEOFILOPOULOS, 1995ab).

A recente identificacdo de genes ndo MHC dificulta ainda mais a
interpretacdo e a compreensao do risco genético a doengas, pois estes genes sao
capazes de gerar em certas doengas uma multiplicidade genética por induzirem
multiplas combinagdes do l6cus do gendtipo afetado, com outro I6cus do genoma,
constituindo a chamada interacdo de epistasia. (WANDSTRAT; WALKELAND,
2001).

Ao mesmo tempo, a identificacdo do provavel desequilibrio de ligagdo, que
possa estar implicito para os alelos nas respectivas doencas e em diversas etnias,
pode do mesmo modo ser de crucial importancia nas doencgas auto-imunes.
(BEGOVICH et al, 1992; BURMER, 1974; DUNNING et al, 2000; ROBINSON et al,
1989)

Porém, nas doencgas onde se evidencia a participagdo de multiplos genes
para que ela se manifeste (epistasis), a analise do desequilibrio de ligagdo pode nao

ser tdo preciso quanto no estudo das doengas monogenéticas. (GRUEN; WEISMAN,
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1997).

Também importantes sdo os novos conhecimentos ligados a fungdo das
células T reguladoras da auto-reatividade (Natural Tregs), a participacédo de co-
receptores como o B7, e a das citocinas capazes de potencializar ou inibir a resposta
imunolégica.  (BELKAID; ROUSE, 2005; PAUST; CANTOR, 2005;
SARANTOPOLOS; CANTOR, 2004, SCHWARTZ, 2005; VON BOEHMER, 2005).

O estudo de HLA como um dos riscos genéticos para o desencadeamento
da doenca nao contradiz as provaveis causas admissiveis talvez até uma
participacao determinante multifatorial numa doenca como a PR.

A populagao brasileira é considerada predominantemente mestica, isto se
deve a grande diversidade racial, resultante da miscigenagcéo entre Caucasianos,
Africanos e Amerindios, o que confere geneticamente grande polimorfismo dos
alelos HLA. (BRAUN-PRADO et al, 2000; CZAJA et al, 2002; MARCOS et al, 1999;
MIDDLETON et al, 2000; MORAES et al, 1993). Os caucasianos sao originarios
principalmente de Portugal, e em menor numero em ordem decrescente; da ltalia,
Alemanha e Holanda. A populacao afro-brasileira descende de ancestrais africanos
provenientes principalmente dos paises da Africa Equatorial mais precisamente dos
paises como Guine, Nigéria, Congo, Uganda, Angola, Zadmbia e Mogambique
pertencentes a dois grandes grupos linguisticos, com inumeros dialetos
denominados por sudaneses especialmente os iorubas do Guine e Nigéria e os
bantos do Congo e Angola (BASTIDE, 1974; CORAND OLIVEIRA, 1996; PRANDI,
2000).

O maior grupo populacional no Brasil “mesti¢o”, da origem aos denominados
subgrupos étnicos tais como: “caboclo” ou “mameluco” mistura de Caucasianos e

Amerindios, os “mulatos” ou “crioulos” mistura de Africanos e Caucasianos e os
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“cafuzos” de Amerindios e Africanos. (TRACHTENBERG et al, 1888).

O censo de 1990, o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE)
listaram mais de 100 nuances de tracos fisionOmicos na populacdo, o que revela a
grande dificuldade na proposicdo na definigdo racial do individuo. Essa
particularidade multiracial e inter-étnica da populacao brasileira leva a utilizagao, nos
censos demograficos, dos critérios como a utilizagado da tonalidade da pele e ndo a
racga para definir o individuo como branco, preto. O mesti¢co (entre branco e negro) é
referido como pardo ou mulato. A regido sudeste € predominantemente mestica.

Dados do censo 2000 (IBGE) evidenciaram que a populagao brasileira &
constituida por 53,75 % de brancos, 38,45 % mulatos ou pardos, 6,21 % negros,
0,43 % indigenas e 0,45 % de asiaticos e 0,72% nao declarados www.ibge.gov.br .

A progressiva miscigenacdo acarreta uma tendéncia constante de
clareamento do povo, resultando, assim, uma populacdo sob o ponto de vista
genético altamente, heterozigética, de tal modo constante, que quase todos os
alelos mais comuns em brancos sdo também freqlientes em negros.
(TRACHTENBERG et al, 1988). (www.countrystudies.us/brazil/).

Existem poucos estudos conhecidos sobre a freqléncia dos alelos HLA na
populagcao brasileira e disponivel no site: http://www.allelefrequencies.net/ (RUIZ et
al, 2004; GOLDBERG, 1997; NIGAM, 2004). (anexo 6).

A regido sudeste é predominantemente mestica (CABALLERO et al, 1999;
MORAES et al, 1993; TRACHTENBERG et al, 1988). Estudos realizados no estado
do Parana verificaram que a populacdo considerada “mulata” apresenta a
ancestralidade de (49,5%) de origem Africana e 41,8% de Européia enquanto a
“negra” corresponde em apenas 12,5% da populagéo. (PROST et al, 2000).

Todos os individuos incluidos no trabalho foram considerados de etnia
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negra, ndo s6 pela ancestralidade africana em seus pais e ou avos, cor da pele
correspondente aos fototipos V e VI (classificagdo de Fitzpatrick), mas também por
exibirem as principais caracteristicas fenotipicas comuns a raga negra. Séao
considerados como de pele escura os individuos que se enquadram nos fototipos IV,
V e VI de Fitzpatrick. (HALDER; NOOTHET]I, 2003).

A tipificagdo dos antigenos HLA, através da técnica PCA-SSP, evidenciou
em ambos os grupos estudados (PR e PR-C), elevada heterogeneidade para os loci
HLA da classe | e Il, confirmando o elevado nivel de diversidade genética da mostra
populacional estudada. Também demonstracdo da grande diversidade de alelos,
mesmo envolvendo distintas subpopulagdes brasileiras, foi verificada em outras
pesquisas. (CABALLERO et al, 1999; LOUZADA-JUNIOR et al, 2001; MORAES et
al, 1993; TRACHTENBERG et al, 1888).

As combinagdes alélicas mais freqlentes em nossa amostragem para a
classe | foram: A*02-B*42-Cw*04 (8%) e A*30-B*42-Cw*17 (8%) (anexos 7 e 8).
Interessante destacar que, essas duas combinacdes alélicas, também foram
consideradas as mais frequentes, ou seja, em (6.6%) na populagdo negra, num
estudo realizado no estado do Parana. (BRAUN-PRADO et al, 2000).

A analise comparativa da frequéncia fenotipica dos alelos classe | em ambos
0s grupos estudados evidenciou predominancia dos grupos alélicos HLA-B*51 e
HLA-B*53 no grupo paciente de PR (20% PR versus 6,7 % PR-C), ou seja, os dois
grupos B*51 e B*53 foram expressos num total 6 pessoas do grupo de 30 pacientes
com PR e em apenas 3 dos 45 voluntarios do grupo PR-C. O risco relativo dos
respectivos grupos alélicos foi de RR = 3,50, IC 95% 0,80-15,28 e valor p 0,085. O
valor p sé tem significado estatistico abaixo de 0.05 (tabela 3).

O alelo HLA-B*51 tem sido referido como fator de susceptibilidade na
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doenca de Behcet, que é vista por muitos autores como uma doenca de natureza
auto-imune multifatorial. (LEE, 2001; MIZUKI; INOKO; OHNO, 1997). Em acréscimo
a esta intrigante constatacao, existe ainda referéncia de associagao de PR e doencga
de Behcet. (DURUSOY; ALPSOY; YILMAZ, 1999).

Contudo, a analise estatistica da frequéncia fenotipica da classe I
demonstrou real destaque o grupo de alelos HLA-DQB1*04, nos individuos
pertencentes ao grupo de pacientes PR se comparado com o grupo controle (33,3%
PR versus 11,1% PR-C), ou seja, o DQB1*04 foi determinado em 10 dos 30
pacientes de PR e em somente 5 dos 45 individuos do grupo controle, conferindo
um risco relativo RR = 4,00, IC 95 % 1,20 — 13,28, valor p 0,018 (tabela 5). Por
conseguinte, a importancia estatistica deste achado indica que os pacientes que
apresentaram o antigeno DQB1*04 tiveram quatro vezes mais chances de ter PR do
qgue os pacientes que nao apresentaram este grupo alélico.

Admitimos que o valor do RR demonstrado referentes aos grupos acima
citados aumenta em importancia se considerarmos a grande heterogeneidade da
populacéo estudada.

Na literatura, as especificidades de DR e DQ vém sendo fortemente
relacionadas, como fator de suscetibilidade as doencgas auto-imunes, isto porque as
células T CD4 podem regular tanto a resposta imune celular quanto a humoral.
(ALTMANN, 1992; ALTMANN; SANSO; MARSH, 1991; GEBE; SWANSON; KWOK
2002; KORMAN et al, 2000; MCDEVITT, 1989; MIDDLETON et al, 2000; ZANELLI;
BREEDVELD; VRIES, 2000). Usualmente desequilibrio de ligagao, entre os grupos
DQB1*04 e DRB1*08 pode mascarar o real risco relativo de cada alelo.
(FERNANDEZ-VINA et al, 1991; KNIPPER et al, 1994; SMERDEL et al, 2002). No

entanto, a andlise do grupo DRB1*08 mostrou proporcionalmente similar freqténcia
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entre os dois grupos estudados (10,0% PR versus 13,3% PR-C). No grupo de
pacientes PR o grupo DRB1*08 aparece apenas 3 vezes junto com o grupo
DQB1*04, enquanto que no grupo PR-C os grupos estavam juntos em 5 vezes na
mesma combinagao alélica (anexos 7 e 8).

Em relagédo ao grupo alélico HLA-B*07, demonstrado em 7 pessoas do grupo
controle (PR-C), contra apenas 1 pessoa do grupo de pacientes com PR por ter
apresentado RR=0,19, o que poderia ser valoriazado como fator de protecdo (PF)
para a doencga, achamos mais coveniente a ponderagcao dessa possibilidade, pelo
fato de que a avaliagdo comparativa deste grupo com os grupos alélicos de maior
freqUéncia destacados neste estudo, verificou que o B*07 esta junto em apenas, 1 -
DQB1*04, 1 -B*51 e 1 -B*53, dos 7 individuos do grupo controle que este alelo foi
determinado. Ainda, o calculo do IC 95% 0,02 -1,60, valor p 0,093 n&o mostrou
significativo valor estatistico (tabela 2).

Por ultimo, destacamos que as combinagdes alélicas -B*51 —DQB1*04 e -
B*53 -DQB1*04 aparecem juntas num mesmo individuo, num total de 6 vezes no
grupo dos pacientes com PR e em nenhum voluntario do grupo controle, ou seja,
portanto nés tivemos uma propor¢dao de 100% de PR nas pessoas com estas
combinacdes de alelos. Inclusive, o unico caso de PR que apresentou recidiva,
demonstrou essa combinagao de grupos alélicos —-B*51 e DQB1*04 (anexos 7 e 8).

Entretanto, o pouco valor estatistico demonstrado destes grupos B*51 e
B*53 revelado pelos calculos do IC 95% e o do valor p = 0,085 dificulta a mengéo da
participacao desses alelos na manifestacdo da doencga. Nao obstante ser do nosso,
conhecimento que em determinadas situagdes pode haver a ocorréncia de
multiplicidade de genes, inclusive de diferentes loci para a manifestagdo da doencga,

como ocorre na denominada interagcdo de alelos “epistasia’. (WANDSTRAT,;
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WALKELAND, 2001).

Por conseguinte, os resultados das avaliagdes estatisticas das frequéncias
alélicas de ambos os grupos estudados (PR e PR-C) de etnia afro-brasileira,
permite-nos referir que o grupo alélico HLA-DQB1*04 seja importante fator de
susceptibilidade para PR.

Recentes conhecimentos indicam ser de crucial importancia no estudo do
risco genético as doencgas conferidas pelos alelos MHC a determinagdo do
desequilibrio de ligacdo. Mas, especialmente nas doengas que geralmente
demonstram envolvimento de multiplos alelos a provavel implicagdo, de genes nao
MHC e dos fatores transcrigdo capazes de modular a resposta genética a um
estimulo antigénico em uma pessoa geneticamente predisposta.

Com o objetivo de constatar se o valor percentual observado em relagédo ao
grupo DQB1*04 nos pacientes PR permanece significativo, se comparado em
amostragem populacional parecidas, utilizamos como fonte os dados de freqiéncia
fenotipica de individuos saudaveis, divulgados como oficiais em site de pesquisa
procedentes de Workshop de Imunogenética, www.allelefrequencies.net/.

Considerando a freqUéncia alélica de individuos de origem afro-americana
em estados do norte dos Estados Unidos (LEE et al, 1991), e do sul dos EUA,
observamos que analise comparativa das frequéncias fenotipicas em relagdo ao
DQB1*04 (pacientes PR v Black®) um valor p de 0.001 estatisticamente
significativos. Constatamos ainda uma predominante semelhanga da frequéncia
alélica classe Il quando comparado com o grupo controle PR-C. (KUFFNER et al,
2003), (tabela 6).

Sao raros os estudos da frequéncia fenotipica classe Il da populacdo

brasileira. Assim sendo, carecem os dados oficiais que correspondem a real
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freqUéncia alélica dos diversos grupos populacionais nas distintas regides do pais.
No entanto, a realizagdo da analise comparativa entre a freqiéncia dos antigenos
HLA-DQ dos grupos (PR e PR-C) com a frequéncia fenotipica determinada em um
estudo realizado em 126 individuos sem especificagao racial no estado de Sao
Paulo, constatou similar significancia estatistica para o grupo DQB1*04 (PR versus
SP?) na avaliagéo IC 95% 1,72 -11,55, p valor 0,002 (tabela 7). (GOLDBERG et al,
1998). Igual representatividade estatistica do DQB1*04 foi notada na analise
comparativa da frequéncia fenotipica verificada em 42 individuos, dos estados da
regido Sul do Brasil classificados como “mulatos” (PR versus Sul’) IC 95 % 1,32-
17,07 valor p de 0,012 (TEMIN et al, 2004) (tabela 7).

Também, similar estudo comparativo foi verificado quando comparado com
uma amostra populacional constituida de 104 individuos “mulatos” do estado do
Parana, os quais verificaram, em relagdo aos loci DQ, as seguintes frequéncias dos
grupos alélicos (DQ1=70,4, DQ2=39,8, DQ3=50,0, DQ7=25,0, DQ4=7,7). (PROBST
et al, 2000).

Achamos conveniente a inclusdo em nosso trabalho da analise comparativa
das frequéncias fenotipicas entre ambos os grupos que constituiram o nosso estudo
com outras amostras populacionais saudaveis acima citadas, para a certificagao
quanto a significancia frequéncia do grupo alélico DQB1*04 (33% grupo PR versus
11,1% grupo PR-C), pelo fato de ndo termos conhecimento de outro trabalho
semelhante na literatura pesquisada.

Desse modo, o expressivo RR = 4,00, IC 95 % 1,20 — 13,28, valor p 0,018
do DQB1*04, valorizado pela constatacéo de resultados estatisticamente similares
do estudo comparativo entre as frequéncias alélicas de ambos os grupos PR e PR-C

e as demais amostras populacionais de individuos saudaveis, autoriza-nos a sugerir
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a sua participacdo como um provavel fator de risco genético na Pitiriase résea.
Porém, sabemos que a correlagado da freqiéncia dos alelos com a susceptibilidade
as doencas pode variar de acordo com a populacdo estudada e desconhecemos
estudo semelhante na PR para termos como parametro. Desse modo, achamos
apropriados que estudos similares, com técnicas de tipificacdo do DNA mais

avangadas devam ser realizados em grupos populacionais de outras etnias.
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7 CONCLUSAO

A andlise do estudo estatistico da frequéncia fenotipica para os antigenos
HLA classe | e Il na populagao de etnia afro-brasileira proveniente da regido sudeste
do Brasil (regido metropolitana de Vitéria), em ambos os grupos estudados (PR x
PR-C), demonstraram significativa propor¢édo para os alelos HLA-DQB1*04 nos
pacientes com Pitiriase résea. Portanto, amparados nesse valor estatistico,
podemos apontar o DQB1*04 como um provavel fator de risco genético na Pitiriase
rosea.

A valorizagao da significancia estatistica da RR = 4,00, IC 95 % 1,20 -13,28,
valor p 0,018 do grupamento alélico DQB1*04 foi ressaltada quando comparada com
a frequéncia fenotipica divulgada, como oficial em amostras populacionais sadias em
estudos realizados no Brasil e em afro-americanos. Essa comparagao fez-se
necessaria pela auséncia da constatagdo, em nossa revisao literaria, de outro

trabalho de tipificacdo de HLA em Pitiriase rosea.
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SUGESTOES

Realizacdo de estudos similares na Pitiriase rosea, com técnicas de
tipificacdo do DNA mais avangadas devam ser realizada em grupos
populacionais de outras etnias;

Inclusdo no estudo da avaliagdo do grau de gravidade dos casos clinicos de
Pitiriase résea;

Semelhante estudo na Pitiriase rosea em casos considerados como recidiva

ou de longa duragao evolutiva.
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ANEXO 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Universidade Federal do Espirito Santo / UFES

Hospital das Clinicas Cassiano Antonio de Moraes / HUCAM
Servigo de Dermatologia

Av. Marechal Campos, 1355 - Santos Drumond - Vitdria, ES.

CEP 29040091 - Tel. (27) 33357324

Universidade Federal do Rio de Janeiro / UFRJ

Hospital Universitario Clementino Fraga Filho

Servigo de Dermatologia

Av. Brigadeiro Trompowsky s/n llha do Fundao Rio de Janeiro, RJ.
CEP 21941590 - (21) 25622580

Laboratério de HLA Universidade Estadual do Rio de Janeiro/lUERJ
Av. Marechal Rondon 381 -Policlinica Piquet Carneiro, Mangueira
Rio de Janeiro / RJ CEP 20950004 - Tel. (21) 25878164

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Usado para todos os voluntarios (pacientes e grupo controle)
1. Proposta e Situacao-Problema:

O Sistema HLA compreende um complexo de genes humanos intimamente
relacionados, localizados no brago curto do cromossomo 6, responsaveis pela
sintese e expressao de glicoproteinas de superficie celular, as moléculas HLA. Esse
sistema obedece a segregacdo Mendeliana classica, com expressao co-dominante,
de modo que o perfil imunogenético de um dado individuo é constituido por um par
de alelos de um dos genes conhecidos de cada loci HLA. O estudo desse perfil é
utilizado com varias finalidades, tais como avaliagao da compatibilidade tecidual para
transplantes, estudos antropoldgicos e estudos de susceptibilidade a doengas. Os
alelos HLA apresentam frequéncias diferentes entre as populagdes, sendo varios
deles altamente predominantes e outros muito poucos frequentes ou mesmo

“ausentes” num mesmo grupo populacional.
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Vocé podera agendar, de acordo com sua conveniéncia, o melhor horario
para a coleta do sangue e a entrevista; estes procedimentos ndo tomarao

mais do que 30 minutos do seu tempo.

Riscos / Desconfortos:

Algumas das questdes que constam do questionario podem ser inapropriadas
e produzir sentimentos indesejaveis, mas caso vocé ache necessario podera

interromper a entrevista a qualquer momento;

Caso vocé concorde somente em doar 0 sangue, mas nao concorde em ser

examinado, assinale essa op¢ao no espaco apropriado no final deste Termo.

Custos para os Entrevistados:

Vocé ndo pagara nenhuma quantia de dinheiro para a participagdo nestas
pesquisas. Os custos relativos a sua tipagem HLA serado totalmente cobertos

pelo Projeto de Pesquisa.

2. Confidencialidade dos Dados:

Estd garantida a confidencialidade das informacgbdes que vocé fornecer. As
informacdes serao codificadas e mantidas num local reservado, o tempo todo.
Somente os pesquisadores terdo acesso as informacgdes e questionarios. Os
dados deste estudo poderdo ser discutidos com pesquisadores de outras

instituicdes, mas nenhuma identificagéo sera fornecida.

3. Consentimento:

Tendo recebido todos os esclarecimentos necessarios, CONSINTO em participar

deste estudo e [ ] concordo [ ] ndo concordo em ser examinado clinicamente.

Nome completo do Voluntario Assinatura do Voluntario

Nome completo do Entrevistador Assinatura do Entrevistador

Data: / /
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ANEXO 2

DOCUMENTO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Usado apenas para os pacientes
Titulo do projeto
Pitiiase Rdésea e susceptibilidade genética conferida por HLA: um estudo realizado
em pacientes de etnia afro-brasileira.

Justificativa

Foi feito o diagndstico clinico de Pitiriase résea, que é uma doencga inflamatdria, de
causa desconhecida, caracterizada pelo aparecimento de lesbes papulosas,
avermelhadas, com discreta descamacao, atingindo, principalmente, o tronco, raiz
dos membros e pesco¢o. Regride espontaneamente geralmente num prazo de 4
meses. O autor, com este trabalho, pretende dar a sua contribuicdo a ciéncia na
compreensao em relagdo a causa desta doenga, bem como a tendéncia em adquiri-
la. Portanto convidamos vocé a tomar parte deste estudo clinico - laboratorial desta

doenca.

Procedimento

Apds o diagnostico clinico de pitiriase résea vocé podera ser incluido no trabalho,
caso vocé nao tenha usado medicamentos orais anteriores, nos ultimos 3 meses.
Para isto sera necessaria, biopsia de pele em 1 lesdo com punch de 3 mm de
didmetro para confirmagéo histopatologica do diagndstico clinico. Esclarego que
esta biopsia, apesar de ser de poucos milimetros, devera ter cuidados de higiene
para nao infecgao, além de poder deixar pequena cicatriz no local.

Solicitaremos exames de rotina como: hemograma, VHS, AEO, proteina C reativa e
VDRL. Sera necessario fazer também a sorologia para hepatite B, hepatite C e anti-
HIV 1 e 2. Este exame, atualmente, faz parte do protocolo dos trabalhos de
pesquisa da grande maioria das doengas cuja hipétese de etiologia viral é aventada
Pediremos ainda a tipificacdo de HLA que é o exame especifico para o trabalho.

Normalmente, € realizado principalmente nos casos de transplante de 6rgaos.
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Este exame sera realizado em um laboratério de imunogenética através da coleta
de uma amostra de sangue (10 ml) em jejum. Esclarecemos que o resultado
individual do exame sera mantido em sigilo pelo pesquisador que sé podera avaliar
sua importancia no final do trabalho apés um estudo comparativo dos dados
encontrados. Ressaltamos ainda que vocé nao tera nenhuma despesa, pois ela tera

o suporte da Instituigdo, alem da minha participagdo nos custos.

Orientacdes Gerais

O médico assistente procurara ainda manter-se informado sobre a evolugdo da

doencga.

Seus direitos

A participagdo neste estudo € voluntaria. Vocé n&o é obrigado a aceitar. O seu
tratamento e a atitude do seu médico para com vocé nao serao afetados, caso vocé
decida nao participar do estudo. Esta recusa nao afetara qualquer beneficio que
esteja recebendo. Se vocé decidir participar, € necessario um consentimento por
escrito. Mesmo aceitando participar, podera retirar-se do estudo a qualquer
momento; no entanto, para sua seguranga, € recomendavel que avise ao seu
meédico sua intengao de fazé-lo. Portanto, enfatizo que vocé tem a total liberdade de
se recusar a participar da pesquisa ou retirar seu consentimento em qualquer fase

da pesquisa, sem penalizagao alguma e sem prejuizo ao seu cuidado.

Formuléario de consentimento livre e esclarecido

1. Li o documento de consentimento livre e esclarecido para este estudo. Recebi as
informacdes necessarias sobre a natureza e propostas do estudo e o que sera
esperado de mim. Minhas duvidas foram devidamente esclarecidas.

2. Concordo em participar deste estudo e informarei ao médico sobre a evolugao da
doenca; terei ainda todo direito ao acompanhamento médico para a enfermidade.

3. Informei ao médico sobre todas as doengas e medicamentos anteriores ou atuais

e sobre qualquer consulta que tive com outro médico nos ultimos 3 meses.

sua
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4. Estou ciente de que serei submetido a coleta de material para o projeto de
pesquisa, devendo o material ser identificado por letras ou numeros, estando o
resultado a disposicdo com o meédico responsavel pelo projeto.

5. Fui informado pelo pesquisador ndo s6 dos cuidados que deverei ter no local da
biopsia, bem como das complicacbes que poderdao ocorrer tais como: discreto
sangramento e infecgcao na ferida, além de poder deixar pequena cicatriz.

6. Que, no caso de necessidade de pesquisa, este material podera ser enviado para
ser processado em laboratorios do exterior. No entanto ndo consta em nosso
trabalho tal necessidade. Caso no futuro tal fato seja necessario, vocé sera
esclarecido antecipadamente e informado para qual laboratério do exterior
mandariamos o seu material.

7. Concordo que os resultados do estudo possam ser comunicados a comunidade
cientifica e publicados em revistas medicas, mantendo sigilo do meu nome e meu
endereco.

8. Autorizo os comités de Etica, locais ou em nivel nacional e mesmo estrangeiros, a
examinarem, se desejarem, estes registros médicos para confirmagdo das

informacdes coletadas.

Idade Sexo Voluntario (paciente)
Nome do voluntario Assinatura
Investigador Data / /

Assinatura data:
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Universidade Federal do Espirito Santo / UFES
Hospital das Clinicas Cassiano Antonio de Moraes / HUCAM
Servigo de Dermatologia

Av. Marechal Campos, 1355 - Santos Drumond - Vitdria, ES.

PROTOCOLO DE INVESTIGACAO UFES

CEP 29040091 - Tel. (27) 33357324

PROTOCOLO DE INVESTIGACAO
Pacientes PR

Prontuario:

Data da entrevista:

Cason’

Nome completo:

Endereco:
CEP:
Telefone:

Data do nascimento:

Cor fototipo:

Raca etnia: branco (

) mestico (

sexo: Feminino (

)ynegro ( ) indio

(protocolo de etnia Laboratério HLA / UERJ)

Queixa Principal:

Uso anterior de medicamento oral e ou tépico:

HPP
HPF

Doengas: S (
Doenca pulmonar (
Doenca renal (
Hipertenséo arterial (
Artrite reumatoide (

Diabetes Melitus tipo | (
Diabetes Melitus tipo Il (

Vitiligo ()
Psoriase (

Liquen plano (
Esclerodermia (
Polimiosite (
Alopecia areata (
Lupus eritematoso (

pessoal (

masculino (

) familiar (
Parentesco:
Parentesco:
Parentesco:
Parentesco:
Parentesco:
Parentesco:
Parentesco:
Parentesco:
Parentesco:
Parentesco:
Parentesco:
Parentesco:
Parentesco:
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)
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Tireoidopatia () Parentesco:
Hipertireoidismo () Parentesco:
8oertireoidismo ( () )



ANEXO 4

Servigo de Dermatologia

Av. Marechal Campos, 1355 - Santos Drumond - Vitdria, ES.

PROTOCOLO DE INVESTIGAQAO UFES
Universidade Federal do Espirito Santo / UFES
Hospital das Clinicas Cassiano Antonio de Moraes / HUCAM

CEP 29040091 - Tel. (27) 33357324

PROTOCOLO DE INVESTIGACAO
Grupo controle

Prontuario:

Data da entrevista:

Cason’

Nome completo:

Endereco:
CEP:
Telefone:

Data do nascimento:

Cor fototipo:

Raca etnia: branco (

Controle do paciente:

) mestico (
(protocolo de etnia Lab. HLA / UERJ)

sexo: Feminino (

)ynegro ( ) indio

Tipo de contato com o paciente PR: esposo ( )

residencial (

Doengas: S (
Doencga pulmonar (
Doenca renal (
Hipertenséo arterial (
Artrite reumatoide (

Diabetes Melitus tipo | (
Diabetes Melitus tipo Il (

Vitiligo ()
Psoriase (

Liquen plano (
Esclerodermia (
Polimiosite (
Alopecia areata (
Lupus eritematoso (
Tireoidopatia (

) trabalho (

pessoal (

Parentesco

Parentesco:
Parentesco:
Parentesco:
Parentesco:
Parentesco:
Parentesco:
Parentesco:
Parentesco:

masculino (

) familiar ()
Parentesco:
Parentesco:
Parentesco:
Parentesco:
Parentesco:
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)

)



Hipertireoidismo ()
Hipotireoidismo ()
Bocio ()

Outras doencas sistemicas:
Hanseniase ( )
Tuberculose ( )

Outras doengas de pele (

Exame fisico

)

Parentesco:
Parentesco:
Parentesco:

Parentesco:
Parentesco:
Parentesco:
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Exame Dermatoldgico

Exames laboratoriais:

Hemograma, VDRL, anti HIV 1 e 2, HbsAg, anti HCV

Nome completo do voluntario

Assinatura do voluntario

Nome completo do entrevistador

Rio de Janeiro,

de

Assinatura do Entrevistador

de
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ANEXO 5
PROTOCOLO DE RACA DO LABORATORIO DE HLA-UERJ

Laboratorio de HLA da Universidade Estadual do Rio de Janeiro/UERJ
Av. Marechal Rondon 381 Policlinica Piquet Carneiro, Mangueira

Rio de Janeiro / RJ CEP 20950004 tel. (21) 25878164

PROTOCOLO DE RACA DO LABORATORIO DE HLA-UERJ

QUESTIONARIO PARA TODOS PARTICIPANTES DO ESTUDO
(Voluntarios de ambos os grupos)

1. IDENTIFICACAO:

Nome:

Endereco:

CEP: Telefone:
Data de Nascimento: Sexo: Naturalidade:
Escolaridade: Profissao
Observacoes:

2. INFORMACOES QUANTO A MORADIA E LOCAL DE TRABALHO:
O Local onde vocé mora é:[ Jumacasa [ ]Jumapartamento [ ]um sobrado,

Construido em [ ] alvenaria [ ] madeira [ ] casa pré-fabricada [ ] outros

Possui rede de agua e esgoto? [ ]sim [ ]n&o Eletricidade? [ ]sim [ ]n&o

A rua é pavimentada? [ ]sim [ 1nédo

Obs:

Esta trabalhando atualmente? [ ]ndo [ ]sim,[ ]__ horas diarias [ ] plantonista

O local onde vocé trabalha é: [ ] uma casa, apartamento, loja ou escritério com

eletricidade, rede de agua e esgoto, em rua pavimentada.

[ ]trabalho autbnomo, narua [ ]outro

3. INFORMACOES DE SAUDE:
Vocé considera sua saude: [ ] excelente [ ] boa [ Jregular [ ]ruim
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Porqué?

Vocé fuma? [ ]ndo ([ ]nunca [ ]pareiha [ ]sim cigarros/dia
Existem casos, na sua familia, de alguma das doencas abaixo? Caso afirmativo

Relacione ao lado o grau de parentesco do portador da mesma e o tempo de

evolucéo:

DOENCA Sim N&o PARENTESCO EVOLUCAO

Diabetes, tipo

Lupus

Artrite reumatoide
Hipertensao

Doencga pulmonar
Doenga dermatoldgica
Outras doencas

4. INFORMACOES SOBRE ORIGEM ETNICA

Em que grupo étnico vocé se classifica?

[ Tbranco [ ]negro [ ]indigena [ ]oriental [ ] mestico
Quanto aos seus pais, eles sio:

Pai: [ ]branco [ ]negro [ lindigena [ ]oriental [ ]mestico
Nacionalidade:

Mae: [ ]branco [ ]negro [ ]indigena [ ]oriental [ ] mestico
Nacionalidade:

Quanto aos seus avos, eles sio:
Avl Materno: [ ]branco [ ]negro [ ]indigena [ ]oriental [ ] mestico
Nacionalidade:

Avo Materna: [ ] branco [ ]negro [ ] indigena [ ]oriental [ ] mestico
Nacionalidade:

Avl Paterno:[ ]Jbranco [ ]negro [ ]indigena [ ]oriental [ ] mestigco
Nacionalidade:

Avo Paterna: [ ]branco [ ]negro [ ]indigena [ ] oriental [ ] mestico
Nacionalidade:

Quanto aos seus bisavos, eles sio:

Pai do Avé Materno: [ ]branco [ ]negro [ ]indigena [ ]oriental [ ]
mestico

Nacionalidade:
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Mae do Avd Materno: [ ]branco [ ]negro [ ]indigena [ ]oriental [ ]
mestico

Nacionalidade:

Pai da Avé Materna:[ ]branco [ ]negro [ ]indigena [ ]oriental [ ]
mestico

Nacionalidade:

Mae da Avo Materna: [ ] branco [ ]negro [ ]indigena [ ]oriental [ ]
mestico Nacionalidade:

Pai do Avé Paterno: [ ]branco [ ]negro [ lindigena [ ]oriental [ ]
mestico

Nacionalidade:

Mae do Avb Paterno: [ ]branco[ ]negro [ ]indigena [ ]oriental [ ]
mestico Nacionalidade:

Pai da Avé Paterna: [ ]branco [ ]negro [ lindigena [ ]oriental [ ]
mestico

Nacionalidade:

Mae da Avo Paterna: [ ] branco [ ]negro [ ]indigena [ ]oriental [ ]
mestico Nacionalidade:

Observacdes do entrevistador:

Nome completo do voluntario Assinatura do voluntario

Nome completo do entrevistador Assinatura do Entrevistador

Janeiro, de de
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Tabela Frequéncia fenotipica de alelos classe |, considerada oficial em populagdes

tidas como saudaveis.

Alelo Frequéncia Alelo FreqUéncia Alelo FreqUéncia
A* Fenotipica % B* Fenotipica % Cw* Fenotipica %
SP* PR *% SP* PR *% B***
n=239 n=186 n=186 n=101

A*01 13 5,1 B*07 14 8,1 Cw*02 -
A*02 47 22,8 B*08 0,7 3,8 Cw*03 -
A*03 11 9,1 B*13 0,2 - Cw*04 -
A*11 14 4,3 B*14 13 - Cw*05 -
A*23 13 4,6 B*15 21 6,7 Cw*06 -
A*24 18 10,2 B*18 0,9 4,5 Cw*07 -
A*25 0,2 - B*27 0,3 - Cw*08 -
A*26 10 - B*35 0,17 8,3 Cw*12 -
A*29 0,8 5,4 B*37 0,1 - Cw*15 -
A*30 14 - B*38 0,6 - Cw*16 -
A*31 0,6 5,1 B*39 0,4 4 Cw*17 -
A*32 0,8 1,3 B*40 0,8 4,8 Cw*18 -
A*33 0,6 - B*41 0,4 - - -
A*34 0,4 - B*42 0,1 -
A*36 0,1 - B*44 22 9,1
A*43 0 - B*45 0,4 -
A*66 0 - B*46 0
A*68 0,8 6,4 B*48 0,1
A*69 0 - B*49 0,4
A*74 0,5 - B*50 0,4 -
A*80 0 - B*51 19 7,3

B*52 0,5 -

B*53 0,8 -

B*54 0,1 -

B*55 0 -

B*56 0,1 -

B*57 12 2,7

B*58 0,1 -

B*59 0 -

B*73 0 -

B*78 0 -

B*81 0 -

B*83 0 -

Fonte: http://www.allelefrequencies.net/

Nota “n” tamanho da amostra populacional estudada

SP* Populagao mista de Sao Paulo / SSP/ fonte Goldberg at al., Genet Mol Biol, v. 21, n. 3, p. 1-12,

1998.

PR** Populagcdo mulata de Parana / SSP/Riz et al. Transplantation Proceedings, v. 37, p. 2293, 2004.
B*** Populagdo mista de Pernambuco / SSP/ Nigam P et al, Tissue Antigens, v. 64, p. 204-209, 2004.


http://www.allelefrequencies.net/
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Tabela 9. Frequéncia fenotipica de alelos classe Il, considerada como oficial, em

populacdes tidas como saudaveis.

Alelo Frequéncia Alelo Frequéncia
DRB1* Fenotipica % DQB1* Fenotipica %
SP* PR** SP*
n=239 N=186 n=239
DRB1*01 22,2 9,7 DQB1*02 45
DRB1*03 21,7 7,5 DQB1*03 53,5
DRB1*04 21,8 12,6 DQB1*04 10,1
DRB1*07 21,8 10,5 DQB1*05 38,3
DRB1*08 10 6,7 DQB1*06 47,3
DRB1*09 54 - - -
DRB1*10 29 -
DRB1*11 23,4 9,4
DRB1*12 1,3 -
DRB1*13 27,7 13,7
DRB1*14 7,5 51
DRB1*15 18 -
DRB1*16 6,3 2,7

Fonte: http://www.allelefrequencies.net/
Nota “n” tamanho da amostra populacional estudada

SP*: Populagédo mista de Sdo Paulo / SSP/ fonte Goldberg at al., Genet Mol Biol, v. 21, n. 3, p. 1-12,

1998.

PR**: Populagdo mulata de Parana / SSP/ Ruiz TM. Transplantation Proceedings, v. 37, p. 2293,

2005.


http://www.allelefrequencies.net/
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ANEXO 7
PR idade Sexo HLA-A HLA-B HLA-C DRB1* DRB* DQB1*
n=30
ARS 37 F A*01 B*44 Cw*07 DRB1*01 - DQB1*05
A*30 B*50 Cw*16 DRB1*14 DRB3* DQB1*06
AP 37 F A*02 B*44 Cw*02 DRB1*01 - DQB1*02
A*23 B*51 Cw*04 DRB1*07 DRB4* DQB1*05
AAD 34 F A*24 B*35 Cw*04 DRB1*11 DRB3* DQB1*03
A*32 B*35 blanck DRB1*12 DRB3* blanck
APS 20 F A*23 B*35 Cw*04 DRB1*11 DRB3* DQB1*05
A*30 B*53 Cw*06 DRB1*13 DRB3* DQB1*06
AMS 19 F A*02 B*35 Cw*04 DRB1*04 DRB4* DQB1*03
blanck B*4901 Cw*07 DRB1*14 DRB3* DQB1*05
BSS 18 M A*30 B*14 Cw*08 DRB1*01 - DQB1*04
A*33 B*42 Cw*16 DRB1*03 DRB3* DQB1*05
DM 38 M A*23 B*57 Cw*06 DRB1*07 DRB4* DQB1*02
A*24 B*58 blanck blanck - DQB1*03
DCS 26 M A*68 B*18 Cw*07 DRB1*11 DRB3* DQB1*04
A*68 B*40 Cw*03 DRB1*04 DRB4* DQB1*03
ER 19 F A*02 B*13 Cw*06 DRB1*03 DRB3* DQB1*02
blanck B*51 Cw*15 DRB1*08 - DQB1*04
EJS 21 F A*01 B*48 Cw*04 DRB1*01 - DQB1*03
A*02 B*57 Cw*07 DRB1*09 DRB4* DQB1*05
ERR 26 M A*02 Cw*07 Cw*05 DRB1*07 DRB4* DQB1*02
A*23 Cw*03 Cw*07 DRB1*12 DRB3* DQB1*03
ESA 32 F A*30 Cw*06 Cw*03 DRB1*01 - DQB1*04
A*68 Cw*15 Cw*17 DRB1*03 DRB3* DQB1*05
JSO 20 M A*32 Cw*04 Blanck DRB1*01 - DQB1*05
A*33 Cw*07 Cw*02 DRB1*15 DRB5* DQB1*06
KRM 18 M A*30 Cw*05 Cw*04 DRB1*03 DRB3* DQB1*03
blanck Cw*07 Cw*17 DRB1*04 DRB4* DQB1*04
MS 27 M A*02 Cw*03 Cw*03 DRB1*04 DRB4* DQB1*03
A*23 Cw*17 Cw*06 DRB1*11 DRB3* DQB1*05
MCR 23 F A*02 Blanck Cw*03 DRB1*08 - DQB1*04
A*68 Cw*02 Cw*14 blanck - blanck
NPSA 20 F A*26 Cw*04 Cw*03 DRB1*01 - DQB1*02
A*29 Cw*17 Cw*16 DRB1*07 DRB4* DQB1*05
MM 31 F A*03 B*51 Cw*06 DRB1*11 DRB3* DQB1*03
A*11 B*58 Cw*16 DRB1*15 DRB5* DQB1*06
NB 24 F A*02 B*27 Cw*02 DRB1*04 DRB4* DQB1*03
A*31 B*35 Cw*04 DRB1*16 DRB5* DQB1*05
NVP 18 F A*30 B*35 Cw*04 DRB1*03 DRB3* DQB1*04
Blanck B*53 blanck DRB1*10 - DQB1*05
NPS 20 F A*11 B*14 Cw*04 DRB1*01 - DQB1*05
A*33 B*35 Cw*08 DRB1*15 DRB5* DQB1*06
PSN 31 F A*01 B*08 Cw*03 DRB1*03 DRB3* DQB1*02
A*02 B*15 Cw*07 DRB1*14 DRB3* DQB1*03
RLS 18 F A*02 B*1401 Cw*04 DRB1*04 DRB4* DQB1*02
A*24 B*3505 Cw*08 DRB1*07 DRB4* DQB1*03
RP 20 F A*02 B*35 Cw*04 DRB1*07 DRB4* DQB1*02
A*74 B*49 Cw*07 DRB1*13 DRB3* DQB1*06
RCR 34 F A*03 B*39 Cw*03 DRB1*07 DRB4* DQB1*02
A*68 B*44 Cw*07 DRB1*08 - DQB1*04
SNJ 25 F A*33 B*14 CwW*04 DRB1*01 - DQB1*03
A*68 B*53 Cw*08 DRB1*13 DRB3* DQB1*05
SOM 29 F A*30 B*15 Cw*02 DRB1*03 DRB3* DQB1*04
A*68 B*42 Cw*17 DRB1*13 DRB3* DQB1*06
VCS 35 F A*02 B*51 Cw*04 DRB1*04 DRB4* DQB1*03
A*33 B*53 Cw*15 DRB1*11 DRB3* DQB1*04
VA 24 F A*03 B*07 Cw*04 DRB1*01 - DQB1*05
A*23 B*35 Cw*07 blanck - blanck
WS 21 F A*24 B*40 Cw*02 DRB1*13 DRB3* DQB1*03
A*68 B*51 Cw*14 blanck DRB3* DQB1*06

Quadro 9 Tipificagdes HLA dos pacientes com Pitiriase résea, grupo (PR).
Método: PCR-/SSP-One Lambda, Inc-CA-USA, kits de baixa resolugao. Laboratério HLA-
UERJ

“n” = 30: referente ao tamanho da amostragem populacional
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ANEXO 8
PR-C idade sexo HLA-A HLA-B HLA-C DRB1* DRB* DQB1*
APS 25 F A*02 B*14 Cw*08 DRB1*11 DRB3* DQB1*03
A*24 B*51 Ccw*16 DRB1*13 DRB3* DQB1*05
ACO 20 F A*02 B*38 Ccw*12 DRB1*07 DRB4* DQB1*02
A*03 B*40 Cw*15 DRB1*16 DRB5* DQB1*05
ABS 25 F A*03 B*4803 Ccw*04 DRB1*13 DRB3* DQB1*03
A*68 B*58 Cw*06 DRB1*14 DRB3* DQB1*06
AC 20 F A*23 B*15 Cw*02 DRB1*01 - DQB1*05
A*30 B*35 Ccw*04 DRB1*13 DRB3* DQB1*06
AFP 20 F A*03 B*07 Ccw*04 DRB1*01 - DQB1*05
A*26 B*53 cw*07 DRB1*11 DRB3* DQB1*06
ALA 27 M A*01 B*07 Cw*06 DRB1*13 DRB3* DQB1*03
A*30 B*37 Cw*15 blanck - DQB1*05
AMJ 23 F A*02 B*40 Ccw*03 DRB1*04 DRB4* DQB1*02
A*03 B*44 cw*04 DRB1*07 DRB4* DQB1*03
ASP 20 F A*02 B*13 Cw*06 DRB1*01 - DQB1*05
A*29 B*45 Cw*16 DRB1*13 DRB3* blanck
BJX 19 M A*11 B*35 Ccw*04 DRB1*07 DRB4* DQB1*02
A*23 B*44 blanck DRB1*14 DRB3* DQB1*05
CLF 35 F A*23 B*18 Ccw*12 DRB1*11 DRB3* DQB1*06
A*25 B*81 Ccw*18 DRB1*15 DRB5* blanck
DN 18 F A*02 B*13 Cw*06 DRB1*08 - DQB1*03
A*29 B*44 cw*04 DRB1*15 DRB5* DQB1*06
DSC 32 F A*02 B*40 Cw*06 DRB1*11 DRB3* DQB1*03
A*30 B*57 blanck DRB1*13 DRB3* DQB1*05
EVF 26 M A*241.15 Td[CWB32
B*44(*)-13(0)-6(3)-16( )T IT{Cw)-34(*)-13(0)-6(4(* )T J-0.0007 Tc 6.61 1.15 3(0)-6d[DRB1)-5(*0)-5(7)-5( )JJTA[DRB1)-*1)-5(5)-5(
B*13 Cw*06 B*40 D 4.87 5()15 Td[DRB3)-5(* )FJT{DRB3)-5(* }JJ-0.0007 Tc 6.61 [DRB1)-(*0)-5(3)-5( )JIESC*03
344 Cw*023 Tc T*(bl 8164 50D E 168 S2IDQREDRBAPS(*1)-5(7)-5( )TITHDRB1)-5(*1)-5(4)-5( )T J8.39 1.15 Td[DRB4)-5(* )TJTHDRB3)-5(* )T J-0.0007 Tc DRB3)-5(* )RB1*03

7Td[Cw)-34(*)-13(1)-6(2)-16( )T I THCw)-34(*)-13(1)-6(80.0007 Tc 66( )IJ-0.0012 Tc 9 1.15 Td[DRB1)-5(*1)-5(1)-5( )T I THDRB1)-5(*1)-5(5)-5( )JJ8.39 1.15 Td[DRB3)-5(* )T JTd[DRE

Quadro 10 Tipificagdes HLA dos individuos pertencentes ao grupo controle (PR-C)
Método: PCR-/SSP-One Lambda, Inc-CA-USA, kits de baixa resolugcao. Laboratério HLA-UERJ
“n” = 45: referente ao tamanho da amostragem populacional
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