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RESUMO



Psoriase & uma dermatose inflamatoéria cronica, determinada por desregulagdo do
sistema imune e associada a vériés comorbidades. O marcador genético mais
associado a psoriase em todas as populagbes € o HLA-Cw*06. Polimorfismos na
regido promotora do TNF-a, especialmente a iroca de uma guanina por uma adenina
nas posicbes -238 e -308 estdo relacionados A alta produgdo de TNF-a e risco
aumentado para psoriase nas populagbes caucasoides e ndo em asiaticos. Com 0
objetivo de determinar se polimorfismos destes genes podem ser fatores de risco para
susceptibilidade ou gravidade da doenga em pacientes brasileiros, foi realizado um
estudo caso-controle com 69 pacientes com psoriase de inicio ate 40 anos, com
acompanhamento por dez anos para caracterizagdo de sua evolugdo clinica em
doenga leve (grupo 1) e grave (grupo Il), e 70 individuos sadios. Foi feita a
identificacdo dos alelos HLA classe | e |i e SNPs da regiao promotora do TNF-a -238 e
-308. Coletaram-se 10 mbL de sangue periférico dos individuos e se realizou a
extragdo do DNA através do método salting out. O DNA foi amplificado pela reagao em
cadeia da polimerase (PCR), com primers sequéncia-especifica. As frequéncias
alélicas e génicas foram estimadas por contagem direta e a comparagao entre as
frequéncias dos grupos foi efetuada por Teste de Fisher (programa GraphPad InStat
3.05). Dois métodos computacionais foram usados para determinar os haplétipos dos
individuo: (1) o algoritmo ELB implementado pelo software Arlequin 3.1 e {2) um
método de base coalescente implementado pelo software PHASE v2, e as frequéncias
de cada haplétipo foram comparadas por Teste de Fisher. No grupo ll, observou-se
maior associagao com fatores desencadeantes como estresse, inicio na adolescéncia
e predominancia do sexo masculino. Pode-se sugerir que os alelos HLA-B*37, -Cw*08,
-Cw*12 e -DRB1*07 foram associados ao curso mais grave da doenca, enquanto -
B*57 & doenca mais leve. O alelo DRB1*04 teve tendéncia a associagfo negativa. Ao
se comparar o grupo | com o grupo II, o alelo HLA-B*37 pode ser interpretado como
fator de mau prognéstico. Nao houve diferenga estatistica entre polimorfismos da
regido promotora do TNF-a entre pacientes € controles. Este estudo apontou uma aita
frequéncia do gendtipo TNF-a -238 G/G (OR 3,21, Cl:1,06-9,71; p=0,04), assim como
do alelo -238 G, no grupo com doenga mais grave e, ao contrario, 0 genétipo -238 G/A

com frequéncia maior no grupo de boa evolugéo. O haplétipo -238A-308G mostrou

xkiid



frequéncia reduzida conferindo um efeito protetor. Estes dados nao correspondem ao
reportado para as populagdes caucasiénas, considerando que a populagao brasileira &
miscigenada. Polimorfismos dos SNPs do TNF-o ndo parecem ser um fator de
susceptibilidade genética mais importante do que © ja conhecido HLA-Cw*06 em
pacientes brasileiros, mas podem ter relagdo com as manifestagbes e evolugdo da

doenga.
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ABSTRACT



Psoriasis is an erythematous, scaly inflammatory dermatosis with a complex
immunologic basis. The strongest 'genetic marker for psoriasis is HLA-Cw"06.
Polymorphisms in the TNF-a promoter region, especially replacement of guanine with
adenine in positions -238 and -308 are related to higher TNE-a production and higher
risk for psoriasis in Caucasoid populations, not found in Asians. We did a case-control
study of 69 patients with psoriasis type | and 70 controls, characterized clinical
progression along 10-years of follow-up in mild or severe disease and determined HLA
class |, I and TNF-a SNPs -238 and -308 polymorphisms to demonstrate whether
these polymorphisms may be genetic risk for susceptibility to psoriasis or severity of
the disease in Brazilians. Peripheral blood (10 ml) was collected. Genomic DNA from
both psoriasis patients and controls was isolated using a salting out procedure.
Polymorphisms were identified by PCR/SSP. Alleles and genotypes frequencies were
compared by Fisher's test (GraphPad InStat 3.05 software). Two computational
methods were used to determine the haplotypes of each subject, without taking into
account any prior information: (1) the ELB algorithm implemented by the ARLEQUIN
3.1 software and (2) a coalescence based method as implemented by the PHASE v2
software. The haplotype frequencies were compared between group pairs by Fisher’s
test. Severe disease was found more frequently in male patients, associated with
environmental factors and onset at adolescence. It may be suggested that alleles HLA-
B*37, -Cw*06, -Cw*12 and -DRB1*07 were associated with severe disease course,
while -B*57 with mild disease. No statistical difference was found between the patients
and controls regarding polymorphisms frequencies in TNF SNPs. This study pointed o
a higher TNF-238 G/G genotype frequency (OR 3,21; Ci:1,06-9,71; p=0,04) in the
group with severe disease and -238A-308G haplotype was found in reduced
frequencies revealing a protective effect. These data do not correspond to those
reported for the Caucasian population, considering that Brazilian population is
admixed, and this is the first consideration about TNF-a SNPs in psoriasis in this
population. Polymorphisms in the TNF-a SNPs do not seem to be a more important
genetic risk factor for psoriasis than the already known Cw*086 in Brazilian patients, but

these markers may be related to clinical manifestations.
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O progresso na genética molecular permite a identificacdo de genes de
susceptibilidade ou resisténcia a doencas e estudos genéticos possibilitam o
desenvolvimento de modelos animais que permitem reproduzir enfermidades e
testar novas drogas. A elucidacdo do papel do sistema imunologico leva a
estratégias para desenvolvimento de novas terapias. A pele tem um histérico na
identificacdo de genes causadores de doengca, como o neurofibromatose,
xeroderma pigmentoso, epidermdlise bolhosa simples e a hiperqueratose
epidermolitica.

A psoriase compromete sobremaneira a qualidade de vida do individuo e o
convivio social, além do impacto socioeconémico importante devido ao gasto de
milnées de dolares ao ano em hospitalizacdes, consultas ambulatoriais e
medicamentos (1). E considerada de etiologia multifatorial, com envolvimento de
varios genes e de fatores ambientais, levando a desregulacdo do sistema
imunolégico.

Houve mudanca significativa na compreensdo de sua patogénese.
Inicialmente interpretada como uma doenga primaria dos queratindcitos da
epiderme, posteriormente foi reconhecido que componentes da resposta imune
adaptativa, os linfocitos T e citocinas derivadas da resposta Th1 eram importantes
no direcionamento da proliferacao dos queratindcitos. Linfécitos com marcadores
CD8 residem predominantemente na epiderme promovendo ligagdo entre HLA
classe | e psoriase (2). Os principais responsaveis pelas lesées sao citocinas proé-
inflamatérias como o TNF-a, determinantes na patogénese da doengca em
individuos geneticamente predispostos (3, 4). Estes fatores motivaram a

realizacao deste trabalho.

1.1 - Psoriase, a doenca

A psoriase € uma dermatose inflamatoria eritemato-escamosa, de evolucao
cronica, com periodos de exacerbacao e remissao (5). O termo deriva do grego
psora que significa ‘cocar’, ‘erupcao’ (aspas do autor). Ha descricdes desde
Hipdcrates (Grécia Antiga, 460-377 a.C.) e Cornelius Celsus (Roma Antiga, século
). Na ldade Média, as doencas da pele eram conhecidas como lepra, até que os
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gregos introduziram este termo para condicbes descamantes e psora para
condigdes pruriginosas. Robert Willan, dermatologista inglés (1757-1812),
baseado no aspecto clinico, criou duas categorias de lesées cutaneas: leprosa
graecorum para as condicdes com escamas e psora leprosa para as condicdes
eruptivas. Em 1841, Ferdinand Ritter von Hebra, dermatologista austriaco (1816-
1880), deu o nome de psoriasis a doenca e a descreveu, em seu tratado, como é
conhecida até a atualidade. O carater hereditario da doenca ja foi destacado nesta
ocasiao (6, 7).

Os grandes estudos populacionais que permitiram conhecer a historia
natural da doenca sao de meados do século XX. Lomholt apud Giriffiths et al. (8),
escreveu sobre sua epidemiologia em Faroe Islands, arquipélago do mar da
Noruega, onde a incidéncia da doencga € alta, e Farber e Nall (9), publicaram um

estudo de 5.600 pacientes sobre a populagdo americana.

1.1.1 - Epidemiologia no mundo e no Brasil

A etnia e o clima influenciam a ocorréncia da doenca, visto que as maiores
prevaléncias localizam-se nas populacées geograficamente mais afastadas dos
tropicos. Bell et al. (10), na populagdo americana, estabeleceram uma estimativa
de incidéncia de casos novos: 60 individuos por 100.000 por ano.

A doenca é considerada comum no mundo todo com frequéncias diferentes
nos grupos étnicos, variando de 0 a 11,8%, embora estudos de prevaléncia sejam
de dificil interpretacao, pois os critérios diagnosticos e a metodologia aplicada sao
diversos. Entretanto, considerando estudos populacionais, a prevaléncia é em
torno de 0,2 a 4,8% (tabela 1). As maiores taxas estao nos paises nérdicos como
Noruega e Dinamarca, assim como nas llhas Faroe do mar do Norte, sendo a
média no nordeste europeu de 2%. Nos Estados Unidos da América (EUA), € em
torno de 2,2 a 2,6%. A prevaléncia é baixa em asiaticos, 0,3 a 1,2%, segundo
diferentes estudos. Nas populacdes da Africa Ocidental, a média é de 0,3%,
enquanto, na Africa Oriental, é de 2%. Isso explica a diferenca de incidéncia nos
EUA, em afroamericanos (1,3%) e brancos (2,5%). Nas llhas Samoa, nos indios

latinoamericanos e nos esquimds, a doenca nao € relatada (11).
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Tabela 1: Prevaléncia da psoriase em varias populagoes.

Populacao/Localidade Psoriase (% individuos afetados)

llhas Samoa 0
indios sul-americanos 0
China 02-1.2
Cro4cia 1,6
Suécia 1.4
Reino Unido 1.5
EUA (caucaséides) 05-25
Dinamarca 2,9
llhas Faroe 2,8
Noruega 1.4-438

Adaptado de Gudjonsson e Elder (11).

No Brasil, ndo existem estudos de prevaléncia em grandes séries, mas
dados de 2006 do Censo da Sociedade Brasileira de Dermatologia revelam
prevaléncia estimada de trés milhdes de pessoas, perfazendo 1,6% da populagéao
brasileira e 2,5% dos casos atendidos em servicos de dermatologia’ (12).

Alguns estudos demonstram discreta predominancia no sexo feminino em
relagdo ao masculino na infancia, mas nao ha evidéncia de que a doencga tenha
incidéncia ou fenétipos diferentes entre os sexos. Pode iniciar em qualquer idade.
Henseler e Christophers (13) relataram uma distribuicdo bimodal da idade de
aparecimento da doencga: um pico entre 16 e 22 anos e outro entre 57 e 60 anos.

1.1.2 - Apresentacoes clinicas: uma dermatose de multiplas facetas

As lesdes sao tipicas, manchas ou placas, as vezes infiltradas, eritemato-
escamosas, de limites nitidos, recobertas por escamas lamelares e prateadas.
Podem ser puntuadas ou foliculares, lenticulares ou em gotas, numulares,
anulares, serpiginosas, placas de diversos tamanhos e, as vezes, varias formas
coexistem no mesmo individuo. Localizam-se em qualquer local do tegumento,
inclusive mucosas, sendo preferenciais as superficies extensoras como cotovelos,
joelhos, regido lombo-sacral e couro cabeludo (5,6).

O diagnéstico € clinico e habitualmente facil, mas pode ser necessario

comprova-lo através da curetagem metddica de Brocq (imagem 1A, pagina 63).

! http://www.sbd.org.br
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Esta manobra consiste na raspagem da lesdo com uma cureta ou lamina,
destacando sucessivas camadas de escamas (sinal da vela), até atingir uma
ultima camada epidérmica (membrana de Dunkan e Bulckley), que, quando
removida, deixa superficie brilhante onde surgem goticulas de sangue (sinal do
orvalho hemorragico ou sangrante de Auspitz) (6). Pode ser notado, ao redor da
lesdo psoriatica, um halo palido por constricdo vascular, chamado anel de
Woronoff (14).

O fenbmeno isomorfico ou de Koebner é uma caracteristica da psoriase e
consiste na reproducdo de lesdes psoriaticas nos locais submetidos a traumas
fisicos e quimicos em area de pele previamente sa, segundo reacao descrita por
Koebner em 1878 (imagem 1B e 1C, pagina 63 ) (15, 16).

1.1.3 - Classificacao

Willan caracterizou as varias apresentacées da psoriase: guttata, diffusa,
palmaria e inveterate, segundo relato de Bateman em 1819 (17). Atualmente, a
classificacao é semelhante: vulgar, gutata, eritrodérmica, pustulosa e artropatica
(8).

Henseler e Christophers (13), analisando a idade de aparecimento da
doenga em um grupo de mais de 2.000 pacientes, descreveram dois tipos de
psoriase:

e tipo I: surge, em média, aos 16 anos nas mulheres e 22 anos nos homens,
maior tendéncia a curso irregular e a generalizagdo e associacdo ao alelo
HLA-Cw6 em 85,3% dos casos;

e tipo Il: surge por volta de 60 anos nas mulheres e 57 anos nos homens,
menos associa¢ao familiar e é relacionada com HLA-Cw6 em 14,7% dos
casos.

De acordo com a constituicdo das placas, as lesbes podem ser
classificadas em finas (em inglés, thin) ou espessas (em inglés, thick). As lesbes
espessas sao associadas ao sexo masculino e doenga grave, sendo que esta

informacao pode até mesmo orientar o tratamento (18, 19).
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1.1.3.1 - Psoriase vulgar

E a forma clinica mais comum, observada em 90% dos casos, considerada
estavel e crbnica. As lesdes sao placas eritemato-descamativas bem delimitadas,
localizadas nas superficies extensoras, principalmente dos joelhos e cotovelos,
regiao umbilical, sacral e glutea, além das pernas e bracos (imagem 2, pagina 63).
O couro cabeludo é frequentemente afetado (20). Os principais diagndsticos
diferenciais devem ser feitos com eczema numular, dermatofitose, dermatite

seborreica e lUpus eritematoso (21).

1.1.3.2 - Psoriase gutata

Corresponde a erupcao de lesées pequenas e multiplas em todo o corpo,
mais vista em criangas e adultos jovens, principalmente apo6s surto de infeccao
estreptocdcica das vias aéreas superiores. Sao lesdes de dois a dez milimetros de
didmetro, arredondadas ou ovaladas, predominando no tronco e raiz dos
membros, face, couro cabeludo, poupando as palmas e plantas (imagem 3, pagina
63) (6). Segundo Ingram apud Griffiths et al. (8), esta forma foi encontrada em
1,9% dos pacientes com psoriase. Diagnésticos que devem ser afastados sao

liguen plano, pitiriase résea, pitiriase rubra pilar e sifilis secundaria (21).

1.1.3.3 - Psoriase eritrodérmica

As lesdes disseminam ocupando quase toda a superficie cutanea, com um
carater esfoliativo (imagem 4, pagina 65). As caracteristicas da psoriase se
mantém, normalmente com bom progndstico.

Ha outra forma de eritrodermia, na psoriase instavel, que pode ocorrer
repentinamente, as vezes associado a terapias intempestivas, intolerancia aos
tratamentos topicos ou a radiacdo ultravioleta (UV). Pode ser precipitada por
infeccdes, hipocalcemia, antimalaricos, derivados de alcatrdo e, classicamente,
pelos corticdides sistémicos. Ha comprometimento do estado geral e febre (22). O
curso € prolongado com recaidas e risco de morte por alteracées do equilibrio

hidroeletrolitico e sepse. Diagndésticos diferenciais a serem considerados sao as
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outras causas de eritrodermia, como reacao a drogas, micose fungdide, ictioses e
dermatite atdpica (21).

1.1.3.4 - Psoriase pustulosa

A psoriase pustulosa pode ser clinicamente evidente ou notada no aspecto
histopatolédgico, sendo as pustulas estéreis. Apresenta-se pustulosa desde o inicio
ou se torna pustulosa ao longo de sua evolucao.

A forma localizada nas extremidades ou de Barber, descrita em 1930,
revela-se por areas eritemato-descamativas, de limites nitidos, na regidao palmo-
plantar e contorno dos dedos, sendo que a pustulose evolui deixando escamo-
crostas amareladas (imagem 5A, pagina 65) (6).

A psoriase pustulosa generalizada pode apresentar fases isoladas ou
sucessivas. A forma de Zumbusch é aguda, com febre, mal-estar, anorexia e
emagrecimento. Extensas areas de pele inflamada recobrem-se de pustulas, que
coalescem deixando escamo-crostas amareladas (imagem 5B, pagina 65). Ha
prurido, dor e manifestagdes articulares, como poliartrite inflamatéria, em 20 a
40% dos casos. E considerada forma grave e potencialmente fatal (23).

Fatores precipitantes podem levar as formas pustulosas, como terapias
tépicas com coaltar e ditranol, sendo que o caso descrito por Von Zumbusch em
1910 ocorreu desta forma, também infeccoes, gravidez e hipocalcemia associado
ao hipoparatireoidismo. Salicilatos, iodeto, litio, fenilbutazona, progesterona e
terbinafina sdo drogas ja relatadas como sendo desencadeantes da forma
pustulosa. O maior agente precipitante € o corticéide sistémico, embora terapias
topicas com corticéide de alta poténcia tenham sido implicadas (24, 25, 26). Na
evolucao, em alguns dias ou semanas, ocorre a remissao do quadro, a psoriase
retorna ao seu estado inicial ou se mantém em eritrodermia, sendo frequente a
recaida. Deve-se fazer o diagnéstico diferencial com outras pustuloses
generalizadas como pustulose exantematica generalizada aguda e pustulose
subcoérnea (21).
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1.1.3.5 - Psoriase artropatica

Consiste em um forma de artrite inflamatéria, associada ou nao a lesées
psoriaticas da pele, com fatores reumatoéides soroldgicos negativos (imagem 6,
pagina 65). A classica artrite psoriatica caracteriza-se por oligoartrite,
envolvimentos das articulacdes interfalangeanas distais, dactilite e entesite do
calcaneo.

Um estudo populacional reportou prevaléncia de artrite psoriatica de 0,02%
a 0,1% (27) embora a incidéncia seja variavel nos diversos estudos, entre 4 e 40%
dos pacientes portadores de psoriase (28). Quanto mais extenso e grave o
acometimento cutaneo, maior a possibilidade de artrite, o que justifica a alta
associacao de artrite psoriatica com eritrodermia e psoriase pustulosa. Um estudo
brasileiro com 106 pacientes com psoriase cutanea assinalou 24% de prevaléncia
de alteracdes articulares, artralgia em 95,4%, predominio da forma oligo ou
poliarticular e alteragdes ungueais em todos os pacientes com artrite (29).

Nao ha predominancia por sexo e o aparecimento costuma ser tardio, apos
a doenca cutdanea em mais de 60% dos casos. H4 uma forma juvenil de artrite
psoriatica que tem pico de incidéncia em torno de 9 a 12 anos (28).

A classificacdo de 1973 atribuida a Moll e Wright (30), identifica
didaticamente cinco subgrupos da doenca, embora existam outras classificacdes
mais praticas e recentes:

e artrite predominantemente periférica, mono ou oligoarticular assimétrica,
associado a dactilite, sendo a variedade mais comum;

e predominio de artrite interfalangeana distal;

e predominio de poliartrite simétrica, artrite reumatoéide-simile (AR-simile),
sem o fator reumatéide sérico;

e artrite mutilante, incomum, acomentendo dedos das maos e halux, com
ostedlise, causando encurtamento dos dedos e anquilose;

e predominio axial, espondilite ou sacroileite, com ou sem artrite periférica.

Alteracbes em outras articulagdes podem ocorrer, como da coluna cervical
(31), com anquilose e repercussdes para 0s nervos periféricos, articulacdo
temporo-mandibular (32) e esternal (33).
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1.1.3.6 - Outras manifestacoes clinicas

O acometimento ungueal é visto em todas as formas de psoriase,
principalmente associado a artrite, e sua incidéncia é estimada em torno de 25 a
50% (34). Pacientes acima de 40 anos sao mais afetados, mas € mais grave na
psoriase de inicio precoce e familiar. As depressdes cupuliformes ou ‘unha em
dedal’ sdo alteracbes muito frequentes, embora possam ocorrer em outras
dermatoses, como alopecia areata, € em individuos normais (aspas do autor)
(imagem 7A, pagina 67). Estas alteracées sao atribuidas a inflamagcao da matriz
ungueal, enquanto hiperqueratose subungueal, descoloracdo, onicdlise e
hemorragias em estilhaco sdo sinais de psoriase do leito da unha. Pode ocorrer
destruicao e eliminacio rapida da lamina (imagem 7B, pagina 67) (35, 36). Areas
de descoloracgao circulares no leito ungueal e hiponiquio sdo chamadas ‘gotas de
6leo’ (em inglés, oil drop) e sao alteragdes ungueais especificas da psoriase (36,
37) (aspas do autor).

Na face, mais visto em criancas, as lesées assumem aspecto seborreico
(imagem 8, pagina) 69. Envolvimento facial periférico € consequéncia da doenca
do couro cabeludo, enquanto lesdes centro-faciais podem ser marcadoras de
psoriase extensa e grave (38). A incidéncia destas lesdes € em torno de 17 a 46%
(39). No couro cabeludo, aparece como placa em areas isoladas ou em toda a
cabeca, podendo ultrapassar a implantacdo dos cabelos, em uma linha bem
definida. H4 uma forma de placa com intensa descamacao esbranquicada e
aderida, que lembra fibras de amianto, vista em criancas e adultos jovens
principalmente, chamada ‘pseudotinha amiantacea’ (40) (aspas do autor), que
pode ser encontrada em outras dermatoses, como dermatite atdpica e seborreica
(41). A alopecia costuma ser nao cicatricial, mas, raramente, a forma cicatricial
pode acontecer. Também a eritrodermia pode levar a rarefagdo dos cabelos (42,
43).

A psoriase invertida ou flexural envolve as regides axilar, inguinal, vulvar,

face interna das coxas, prega glutea e outras dobras (imagem 71 e 7J, pagina 67).
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E mais comum em idosos e imunossuprimidos e ocorre em 6,8 a 36% dos

pacientes com psoriase (39).

1.1.3.7 - Lesdes mucosas

De acordo com Sklavounou e Laskaris (44), Oppenheim pela primeira vez
fez referéncia a psoriase oral em 1903. A incidéncia das lesées mucosas é de
dificil estimativa, pois o quadro é subdiagnosticado e pouco relatado. O
diagnoéstico é através da concomitancia de lesdes cutdneas e da confirmacao
histopatoldgica (45). As maiores séries demonstraram incidéncia de 2 a 4% (46) e
a incidéncia de lingua geografica nos pacientes com psoriase € de 1 a 7% (47).

O acometimento das mucosas é descrito em todas as formas clinicas, com
0s mais variados padrdes: placas com alteracdo da cor da mucosa (branco, cinza,
amarelo, vermelho), formas anulares e esfoliativas (48). Em geral, as lesbes sao
inespecificas e tém predilecao pelo dorso da lingua. Psoriase e lingua geografica
tém aspectos histoldégicos semelhantes e a associacao entre estas duas entidades
e o alelo HLA-Cw*06 corroboram a hip6tese de se tratar a lingua geografica de
uma manifestacdo mucosa de psoriase (imagem 8, pagina 69) (49).

O pénis pode apresentar lesbes discretas como descamacao seca,
geralmente no sulco balano-prepucial, até placas bem definidas no corpo do pénis
e glande (50).

O envolvimento ocular pode passar despercebido, mas blefarite,
conjuntivite, queratite, xerose, simbléfaro e triquiase ja foram reportados (imagem
7F, pagina 67) (51, 52), além da uveite crénica em pacientes com artrite
psoriatica, que é uma associacao bem conhecida (53).

1.1.4 - Complicacées

A inflamacao persistente de grandes superficies corpéreas pode ter
consequéncias para a termorregulacao e hemodinamica. A malabsorcao intestinal
pode acompanhar o quadro cutaneo e se recupera a medida em que a pele
melhora. A principal perda é proteica devido a esfoliacdo da queratina e, nas

formas abruptas, também pela perda intestinal. Desidratacdo é complicacao
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frequente devido a perda transepidérmica de agua. Hipoalbuminemia pela
exsudacao tecidual, hipocalcemia que pode ser consequéncia da
hipoalbuminemia, necrose tubular aguda, dano hepético, colestase, amiloidose
renal, trombose venosa profunda e tromboembolismo pulmonar, além de
infeccdes, sdo exemplos de complicacdes (8).

Ha risco de morte nas formas generalizadas. Um estudo epidemioldgico
retrospectivo com 99 pacientes portadores de psoriase pustulosa registrou 17% de
complicagdes clinicas, recidivas em 42% e 2% de 6bito (23). Na artrite psoriatica,
0 Obito por doencga cardio-vascular é a causa mais comum, seguido de doencas
respiratérias, cancer e reagcdes medicamentosas (54). Um levantamento de um
grupo inglés (General Practice Research Database), que avaliou dados entre 1987
e 2002, encontrou que nao ha risco aumentado de morte para psoriase leve, mas
sim para a doenga grave, mesmo excluindo os pacientes com artropatia, sendo
que os homens morrem 3,5 anos e as mulheres 4,4 anos mais cedo do que a
populacao geral (55).

Dados americanos sobre 471 hospitalizacbes assinalaram 15% de
mortalidade (56). Na Suécia, uma andlise retrospectiva de 8.991 pacientes
hospitalizados, comparados a 19.757 ambulatoriais, observou que ndo houve risco
de Obito aumentado para os de seguimento ambulatorial, mas houve risco maior
de mortalidade cardio-vascular em pacientes com internagdes repetidas e com
idades precoces na primeira internacdo, o que reforca o risco aumentado para a
doenca grave (57).

1.1.5 - Morbidades associadas a psoriase

Henseler e Christophers (58), com dados de 40.000 pacientes, estudaram o
risco esperado e calculado para as doencas associadas e encontraram aumento
da incidéncia de doencas cardio-vasculares, hipertensdo e diabetes e a menor
incidéncia de dermatite atopica. Observaram um aumento da incidéncia da doenca
de Crohn nesta populagdo (incidéncia geral é de 2% e em psoriaticos 6%).
Também risco aumentado para cancer de pele nao-melanoma e doencas

linfoproliferativas foi observado e se discute a provavel relagdo com tratamentos
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imunossupressores e fototerapia (59, 60). Outras dermatoses autoimunes podem
ser concomitantes, o que € raro, sendo que um trabalho da Croacia com 1.743
pacientes encontrou associacao em menos de 1% dos casos. Penfigbéide bolhoso,
alopecia areata e vitiligo, respectivamente, foram as associadas (61).

Ha controvérsias sobre a doenca renal propria da psoriase. Amiloidose,
toxicidade por drogas, como metotrexate e ciclosporina, e depdsito de IgA podem
comprometer o rim.

Amiloidose renal € uma rara complicacdo de artrite psoriatica, também da
forma pustulosa e nao pustulosa extensa, e associa-se a rapida deterioracao da
funcdo renal e mau prognéstico, o que justifica a necessidade de combate
agressivo a inflamacao nestes pacientes (62).

Um estudo de 11 casos de psoriaticos com alteracbes do sedimento
urinario demonstrou 18% com diminuicdo da fungao renal, 82% com hematuria,
100% com proteindria. A analise histopatolégica do rim evidenciou
glomerulonefrite mesangioproliferativa leve a moderada com depdsito de IgA em
73% (63).

Ha risco substancial de infarto agudo do miocéardio (IAM) em pacientes com
psoriase, maior na psoriase grave que requer tratamento sistémico e maior em
jovens. Estes pacientes também apresentam risco aumentado para diabetes,
hiperlipidemia, antecedente de infarto, alto indice de massa corporal e tabagismo.
O risco de IAM persiste mesmo apos se corrigirem todas estas variaveis, o que
sugere que um estado inflamatério sistémico predispbe a aterosclerose das
coronarias, como se observa na artrite reumatoéide (64, 65).

1.1.6 - Histopatologia

Os estadios iniciais mostram predominantemente alteracdes dérmicas,
dilatagdo capilar e edema da derme papilar com infiltrado inflamatério linfocitico
perivascular, sendo que os linfocitos se dirigem para os estratos inferiores da
epiderme causando discreta espongiose (imagem 10A, pagina 71) (66).

Ocorrem alteracbes focais na porcdo superior da epiderme, como a
vacuolizacdo e o desaparecimento da camada granulosa, dando origem a
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paraqueratose focal. Neutréfilos esparsos ou agrupados em meio a paraqueratose
ou na ortoqueratose podem ser encontrados e correspondem as manifestacées
precoces dos microabscessos de Munro (imagem 11A, pagina 71) (67).

Quando ha marcada exocitose de neutréfilos, que se agregam nas porgcdes
altas da camada espinhosa, formam-se as pustulas espongiformes de Kogdj
(imagem 11B, pagina 71) (67).

Nas porgOes inferiores da epideme, observam-se frequentes mitoses,
conferindo-lhe caracter hiperplasico. Os linfécitos também se restringem a esta
regido. Inicialmente tais achados séo focais, mas tornam-se confluentes em toda a
extensdo da lesdo psoriatica (66).

Nas lesdes completamente desenvolvidas, observa-se acantose com
alongamento regular das cristas interpapilares, que se espessam na sua porcao
inferior, afinamento da epiderme suprapapilar com pustulas espongiformes
discretas, palidez das camadas superiores da epiderme, diminuicdo da camada
granulosa, paraqueratose confluente, microabscessos de Munro, alongamento e
edema da derme papilar e capilares dilatados e tortuosos (imagem 10B, pagina
71). O sinal de Auspitz corresponde a exposi¢cao destes capilares. Os achados séao
inespecificos, excetuando os microabscessos de Munro, que fazem diagnostico de
psoriase (67).

A microscopia eletrdnica mostra os seguintes eventos: alargamento entre
as células endoteliais, com citoplasma mais rarefeito, e vénulas pds-capilares
acercadas de mastécitos. Estes sofrem degranulacdo horas depois da migracéao
de macréfagos ativados para os estratos inferiores da epiderme, onde ha perda
dos complexos de tonofilamentos dos desmossomos. Somente depois, sdo vistos
os linfécitos e neutrdfilos (67).

A ultra-estrutura do queratinécito detalha grandes anormalidades, como
diminuicao dos tonofilamentos, perda da agregacgao celular, diminuicdo do nimero
e tamanho dos granulos de querato-hialina, células corneificadas mantendo
organelas e nucleo (paraqueratose). Os espacos intercelulares entre as células
epidérmicas sado alargados devido a insuficiéncia do cimento intercelular e a
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adesado fica limitada aos desmossomos. Os queratindcitos sdo defeituosos na

lesdo e ndo apenas imaturos devido a aceleracao da proliferacdo epidérmica (66).

1.2 - Patogénese

Os elementos principais que caracterizam a psoriase sao a
hiperproliferacdo epidérmica com perda da diferenciacéo, dilatacéo e proliferacdo
dos vasos da derme e acumulo de células inflamatérias, particularmente
neutréfilos e linfocitos T. Fatores de crescimento, citocinas e mediadores

inflamatérios mostram-se alterados na placa psoriatica (68).

1.2.1 - Alteracao da queratinizacao

A média da replicacao celular epidérmica esta acelerada na psoriase, o que
€ demonstrado pelo aumento do numero de figuras de mitose nas camadas basal
e suprabasal e o numero aumentado de figuras pré-mitéticas. Conforme descrito
em 1965 por Weinstein et al. apud Toussaint e Kamino (66), existe uma
aceleracao no tempo de transito entre a célula da camada basal e a camada
cérnea de 42 a 53 dias para sete dias. Outras evidéncias sdo de que o ciclo da
célula germinativa estd encurtado de 311 para 36 horas, indicando que o0s
queratindcitos psoriaticos se proliferam oito vezes mais rapido do que o normal,
além do que 100% das células germinativas da epiderme entram no processo de
queratinizacdo ao invés de 60% como ocorre na epiderme normal (69).

Durante o processo de diferenciacdo, os queratindcitos migram da camada
basal até os estratos superiores da camada espinhosa e proteinas estruturais
como a queratina sao sintetizadas. Na psoriase, as queratinas K5 e K14
continuam sendo expressas nos queratindcitos basais, como na epiderme normal,
mas, nas camadas superiores, as queratinas K1 e K10 sdo gradualmente
substituidas pelas chamadas queratinas associadas a hiperproliferacao K6 e K16
(70). A involucrina, uma das mais importantes proteinas precursoras do envelope
das células corneificadas (71), normalmente encontrada nas camadas granulosa e
cérnea, passa a ser expressa na camada suprabasal (70).
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O aumento da proliferacdo de queratincitos é consequéncia de um
aumento na proliferacdo do compartimento celular na camada basal e suprabasal
da epiderme, e nao apenas pelo encurtamento do ciclo celular. Varios mediadores
inflamatérios envolvidos na modulacdo da proliferacao dos queratindcitos, em
particular o TGF-a (do inglés Transforming Growth Factor), sdo mediadores destes

eventos (72).

1.2.2 - AlteracGes vasculares

Os capilares dérmicos na lesao estédo dilatados, alongados e retorcidos e o
endotélio da microvasculatura superficial esta quatro vezes aumentado. Estas
alteragbes ocorrem no inicio do desenvolvimento da lesdo. Os queratindcitos
epidérmicos séo os iniciadores das alteracdes vasculares, produzindo mediadores
de atividade angiogénica como interleucina 8 (IL-8) (73), fator de necrose tumoral-
alfa (TNF-a), fator endotelial estimulador da angiogénese e fator de crescimento
do endotélio vascular (VEGF) (74). O endotélio vascular participa ativamente do
processo inflamatério, através da expressdao de moléculas em sua superficie
envolvidas na quimiotaxia de leucdcitos, induzido por mediadores inflamatorios
como histamina, neuropeptideos, IL-1 e TNF-a (75). As moléculas de adesao
intercelular (ICAM-1) expressas na membrana dos leucécitos e as moléculas de
adesdo das células endoteliais (VCAM-1) sdao exemplos dos mecanismos de
interacao entre células inflamatérias e vasos (75).

1.2.3 - Alterag6es imunolégicas

A pele ndo é mais considerada apenas um 6rgao de barreira, mas tem
complexa fungédo imunoldgica, com a participacao de linfécitos T e células de
Langerhans CD1+ DR+, que circulam entre epiderme, derme e linfonodos
regionais, além de outras células dendriticas da derme e queratindcitos produtores
de citocinas imunorregulatérias (68, 76).

Segundo evidéncias clinicas, a psoriase é mediada por linfécitos T, pois a
apresentacao de antigenos esta amplificada na lesdo, ocorre afluxo precoce de

linfécitos T nas lesbGes iniciais, ha associagdo com antigenos de
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histocompatibilidade e resposta a tratamentos imunossupressores como
ciclosporina. Estes linfécitos T expressam marcadores especiais (CD45RO+ de
memoéria, HLA-DR e CD25+ de ativagdo, e CLA, do inglés Cutaneous
Lymphocytes-associated Antigens) (77).

Os linfocitos T sao responsaveis pelo inicio do processo, mas ndo se sabe
0 que os torna ativados. Ha estudos que mostram a implicacdo de antigenos
convencionais infecciosos, epitopos ocultos da pele revelados apos a exposicao a
tais antigenos e superantigenos bacterianos (78).

Os superantigenos sao antigenos capazes de sofrer apresentacao
diretamente aos linfécitos T pelas células apresentadoras de antigenos, sem
participacdo de processamento intracelular ou da expressdo de peptideos (79).
Swerlick et al. (80) demonstraram sequéncia de homologia entre a proteina do
estreptococo M6 e a queratina de 50 kDa tipo |, constituinte das queratinas
hiperproliferativas K16 e K17, que implica na proliferacdo clonal de linfécitos T
contra esta bactéria, mas que pode reagir cruzadamente e reconhecer o epitopo
da queratina. A apresentacao dos superantigenos para os receptores VP do
receptor dos linfocitos T conduz a uma expanséao clonal no local. Foi constatado
que, na placa de psoriase, os linfécitos T expressam regides VP, o que leva a
supor a participacao dos superantigenos na sua patogénese (81, 82). Entretanto,
nao se evidenciou a presenca destas células expressando receptores VB nas
placas crbnicas, do que se conclui que os superantigenos podem ser 0s
iniciadores das lesdes, mas a continuidade do processo pode ser por antigenos
préprios (2, 83).

Acredita-se que, na psoriase, ocorre estimulacao persistente do linfécito T,
da apresentacdo de antigenos ou autorreatividade (84). Ha demonstracdo de
linfécitos T-auxiliares antigeno-reativos no infiltrado dérmico da placa de psoriase
(85). Nikaein et al. (86) demonstraram que linhagens de linfocitos do infiltrado da
lesdo tém autorreatividade diretamente contra antigenos especifico dos locus
secundario de histocompatibilidade.

Os linfocitos T do infiltrado cutédneo, inicial e predominantemente, sdo de
membéria efetora CD45R0O+ (87) e a maioria apresenta marcadores de antigenos
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associados aos linfécitos cutaneos (CLA) (88). Estas células formam clones na
epiderme da placa de psoriase. Linfocitos T NK (do inglés Natural Killer) e
neutréfilos formam grande parte do infiltrado, particularmente nas formas
pustulosas (89).

Estudos recentes tém considerado o papel das células dendriticas. Trés
tipos de células dendriticas estdo envolvidas: as células de Langerhans da
epiderme, as células dendriticas dérmicas com fator Xllla e as células dendriticas
plasmocitéides que estdo presentes na derme de placas de psoriase e ndao na
pele normal (90).

Células de Langerhans sédo os sentinelas mais externos do sistema imune,
reconhecem e capturam o antigeno, migram para o ganglio linfatico local, onde
ocorre a apresentacao do antigeno ao linfécito T (90, 91).

As células plasmocitéides sao diferentes das demais porque expressam
CD123 e HLA-DR, mas ndo CD11c. Apés sua ativacdo por meio de receptores de
superficie toll-like, estas células produzem interferon-a (IFN-a) precocemente na
lesdo, o que favorece a formacdo da placa em individuos predispostos,
direcionando a resposta local para Th1 e fazendo uma ligacdo entre a resposta
inata e adaptativa. O IFN-a, citocina pré-inflamatéria chave na resposta imune
inata, estd substancialmente aumentado na psoriase e demonstrou-se que a
inibicdo da producdo ou sinalizacdo do IFN-a bloqueia também o afluxo de
linfécitos T para a lesao (92, 93).
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Agentes infecciosos, epitopos, Placa psoriética
ocultos, superantigenos

Pele
Antigeno

Figura 1: Esquema representativo da resposta imune na psoriase. Antigenos na epiderme séo

fagocitados por células de Lagerhans que migram para o linfécito locorregional para promover a
expansao clonal de linfécitos CD45RO+. Estes linfocitos retornam a epiderme para compor o
infiltrado inflamatdrio que interage com os queratindcitos através da producao de citocinas, levando
as alteracdes epidérmicas da lesédo psoriatica. Adaptado de PRINZ et al., (94).

Existe resposta imune adaptativa mediada por células fundamental na
psoriase. A desregulagdo do sistema inato, com acentuada participagdo das
células dendriticas no inicio, leva a ‘profissionalizacdo’ da resposta imunolégica
(aspas do autor), através de amplificacdo e memoria, o que leva ao
desenvolvimento de uma resposta adquirida com maior participacao dos linfocitos.

A resposta Th1, cujo modelo classico é a psoriase, conta principalmente
com a participagdo das citocinas IFN-y, IL-2 e IL-12 e baseia-se na imunidade
celular. Na resposta Th2, predominam as citocinas IL-4 e IL-10 e a imunidade
humoral, sendo mais observada em doencas da infancia, como nos eczemas. A

resposta Th17 foi recentemente descrita e inicia-se pela produgédo de IL-23 e se
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mantém pelas IL-17 e IL-22. Tem papel regulador das respostas e é muito
estimulada na psoriase (95).

Citocinas da resposta Th1 predominam na placa psoriatica, o que é
consistente com a pouca associacao com doencas Th2 como dermatite atopica.
Ha descricdes de transplante de medula 6ssea levando a ‘transmissao’ (96) ou

‘cura’ da psoriase (97, 98, 99) (aspas do autor).

1.3 - As bases genéticas para o desenvolvimento da doenca

A causa da psoriase é desconhecida. Diversos fatores influenciam no seu
desencadeamento ou exacerbacao: trauma fisico, quimico, cirurgico, inflamatério,
infeccdes, drogas como litio, beta-bloqueadores e anti-inflamatérios néao-
hormonais, estresse, disturbios metabdlicos, endécrinos, etc. (5). Entretanto, a
predisposicao genética é fator determinante.

A origem genética da psoriase é aventada ha mais de 100 anos, desde as
descrigbes de Willan. Aproximadamente um tergo dos pacientes relatam ao menos
um parente de primeiro grau afetado. Hellgren apud Elder et al. (100) encontrou
incidéncia de 6,4% entre parentes de individuos acometidos pela psoriase, o que
corresponde a mais de trés vezes a incidéncia da populacao geral.

Brandrup et al. (101) encontraram, entre gémeos dinamarqueses, 63% de
concordancia em monozig6ticos. A variagdo observada entre os individuos com
presenca ou auséncia de psoriase € devida mais as suas diferencas genéticas do
que as diferencas ambientais que eles experimentam em casa ou no trabalho.
Farber e Nall (9) encontraram concordancia de 70% em gémeos monozigoticos e
23% em dizigoéticos. O risco de um descendente ter a doenga é de 41% se ambos
os pais forem afetados, 14% se um dos pais for afetado e 6% se um irmao for
afetado, comparado com 2% se n&o houver casos na familia (102).

A herdabilidade é estimada por diversos estudos populacionais e de
familias e o consenso é que se trata de herancga poligénica e multifatorial, isto &,
com participagdo de fatores ambientais modificadores da expressao de varios
genes (102). O mapeamento genético constitui a chave para a identificacdo dos

genes responsaveis por doencgas.
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1.3.1 - Os genes de susceptibilidade relacionados ao Complexo Principal de
Histocompatibilidade

Varias doencas autoimunes ja foram relacionadas com o Complexo
Principal de Histocompatibilidade (CPH ou MHC, do inglés Major Histocompatibility
Complex) (tabela 2).

Tabela 2: Exemplos de doencas associadas aos Antigenos Leucocitarios
Humanos (HLA).

Doenca HLA associado
Espondilite anquilosante B27
Diabetes mellitus tipo | DR3+DR4
Sindrome de Goodpasture DR2
Pénfigo vulgar DR4
Uveite anterior aguda B27
LUpus eritematoso sistémico DR3
Esclerose multipla DR2
Doenca de Graves DR3
Artrite reumatdide DR4
Miastenia gravis DR3

Adaptado de Pontes et al. (103).

Russel et al. (104), em 1972, demonstrou a primeira associacao de HLA
com psoriase e muitos estudos tém demonstrado genes associados. Nove locus
com evidéncia estatistica de ligacdo com susceptibilidade a doenca foram
reportados, embora outros tenham participacdo ainda nao comprovada (105).
Estes genes sdo chamados PSORS (do inglés Psoriasis Susceptibility Locus)
seguido de um numero.

O PSORS1 é o maior determinante genético para a psoriase, responsavel
por 30 a 50% da hereditariedade da doenca (106), localizado dentro do MHC na
regiao de classe |, na posicao 6p21.3 (107) (figura 2).

A regiao contém menos de dez genes sendo que trés tém sido o maior foco
dos pesquisadores devido a forte associacdo entre polimorfismos nestas
sequéncias e psoriase. O principal é o HLA-C (variante associada Cw6) que
codifica uma proteina MHC classe | (109).
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Genes igualmente localizados na regido HLA, cujos produtos tém
participacdo na patogénese da psoriase, incluem o fator de necrose tumoral-alfa
(TNF-o)) e beta (TNF-B) (110) e alguns autores sugerem que podem estar em
desequilibrio de ligagdo com o HLA-C.

Os fenoétipos da doenca sao influenciados pela heterogeneidade genética,
principalmente pelo PSORS1. A psoriase gutata é fortemente ligada a ele,
enquanto a psoriase palmo-plantar pustulosa e a psoriase de surgimento tardio
apos 40 anos nao sao.

Varios alelos sao descritos em associacao com psoriase, como HLA-B*13, -
B*37, -B*46, -B*57, -Cw*01, -Cw*06, -DR7 e -DQ9. O HLA-Cw*06 representa o
maior risco relativo de associacdo com a doenca em populagdes caucasoides e
estda em desequilibrio de ligacdo com outros alelos como o -B*13. O HLA-
B*27 é associado com a variedade axial da artrite psoriatica (111).

E importante destacar a definicdo de ‘ligacdo”, que descreve a tendéncia
de dois genes serem herdados juntos. Em geral, isso € esperado para os dois
marcadores no mesmo cromossomo, pois estao fisicamente ligados. Entretanto, a
segregacao de dois marcadores dentro de uma mesma familia pode ocorrer como

resultado da epistasis, que significa interacao entre diferentes genes (112).
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Figura 2: Mapa esquematico da regiao HLA. Caixas brancas, cinzas, listradas e pretas

significam genes expressos,

genes candidatos,

genes ndo-codificados e pseudogenes

respectivamente. Os genes associados a psoriase estao coloridos. Adaptado de Shiina et al. (108).
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1.3.2 - Genes de susceptibilidade a psoriase nao ligados ao Complexo
Principal de Histocompatibilidade

Sobre o papel do sistema HLA, é necessario salientar que:

= 0s alelos implicados estao em desequilibrio de ligacao, isto é, sdo transmitidos
juntos mais frequentemente do que as possibilidades estatisticas esperadas,
na populacao de psoriaticos em relacao a populagéo geral;

» para cada individuo com psoriase que carrega determinado alelo suspeito de
marcador, ha dez individuos com o mesmo alelo mas sem histéria da doenca;

» ha poucas publicagcdes sobre familias afetadas e ha exemplos de alelos
provenientes do genitor ndo afetado (100).

Apenas 10% das pessoas que tem HLA-Cw*06 desenvolvem psoriase. O
PSORS1 é responsavel por aproximadamente 50% do risco de desenvolver a
doencga, o que significa que outros genes podem estar implicados (100). Foram
identificados 18 loci de susceptibilidade a psoriase fora da regiado MHC. O
PSORS2 (17924-g25), PSOR 5(39g21) e PSORS9 (4928-31) foram os mais

reproduzidos em varios estudos (105) e estdo representados na tabela 3.

Tabela 3: Loci de susceptibilidade a psoriase.

Identificagdo do locus Localizacao cromossomica Funcao relacionada

PSORS 1 6p21.3 MHC

PSORS 2 17924-g25 SLC9A3R1, NAT9 e/ou RAPTOR
PSORS 3 4934

PSORS 4 1921.3 Diferenciacédo epidérmica
PSORS 5 3g21 SCL12A8, homologo a

transportadores de cétion cloro, sem

expressao aumentada na psoriase

PSORS 6 19p13; 20p

PSORS 7 1p

PSORS 8 16q12-q13 CARD15, associado a doenga de
Crohn

PSORS 9 4028-31

Adaptado de Capon et al. (105).

1.4 - O Complexo Principal de Histocompatibilidade
O Complexo Principal de Histocompatibilidade constitui um conjunto de
aproximadamente 200 genes que se localizam no brago curto do cromossomo 6,
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estendendo-se por mais de 4.000 kilobases, com mais de 40 loci. E o maior
complexo génico conhecido do genoma humano. Caracteriza-se pela diversidade,

polimorfismos e desequilibrios de ligacao (113), como evidencia a tabela 4.

Tabela 4: Numero de alelos dos genes HLA classicos.

Gene HLA ne alelos Gene HLA ne alelos Gene HLA ne alelos
A 617 DRA 3 DQA1 34
B 960 DRB1 543 DQB1 87
C 335 DRB3 45 DPA1 23
E 9 DRB4 13 DPB1 127
F 21 DRB5 18
G 28

Adaptado de Pontes et al. (103).

Esta parte do genoma que constitui o MHC é denominada, na espécie
humana, de sistema HLA (do inglés Human Leucocyte Antigen). O complexo HLA
tem cerca de quatro milhdes de pares de bases (pb), o equivalente a 0,1% do
genoma humano, englobando mais de 100 genes (114).

A organizacao dos genes que codificam os aloantigenos HLA de classe | e
Il estdo intimamente ligados entre si no brago curto do cromossomo 6. podendo

ser subdivididos em 3 regides: classe |, Il e lll (figura 3).
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Figura 3: Esquema representativo simplificado do cromossomo 6.
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Os genes da regido de classe | constituem a por¢céo mais telomérica do loco
HLA e codificam os antigenos HLA-A, -B, -C. Os genes da regiao de classe Il sdo
0s mais centroméricos e codificam os antigenos HLA-DR, -DQ e -DP. Entre essas
duas regides esta a regiao de classe lll, caracterizada pela presenca de genes
que codificam varios componentes do sistema complemento, genes do TNF-a e
TNF-B e da Proteina do Choque Térmico (HSP 70) (115).

Cada individuo pode ter dois diferentes alelos para cada gene e esses
alelos expressam-se concomitantemente. Isto é, cada um dos alelos codifica uma
molécula de proteina do MHC diferente, que podera ser expressa na superficie da
célula. Na populacao, existe um grande numero de alelos diferentes, resultando
em alto grau de polimorfismo. Cada individuo pode herdar somente dois alelos
(um de cada um dos pais) para cada um dos trés genes de classe | e para cada
um dos trés genes de classe Il (116).

Os genes do MHC sao intimamente ligados, isto é, estdo localizados muito
préximos, no brago curto do cromossomo 6. Durante a meiose, existe somente
uma pequena chance de ocorrer um cross-over entre genes. Assim eles séo,
usualmente, herdados em bloco havendo uma chance de um em cada quatro de
que os irmaos possam ter os mesmos alelos HLA (117). Outra caracteristica dos
genes HLA é o desequilibrio de ligacao, isto &, para preservar determinados
haplétipos, a frequéncia observada de um dado alelo é maior que a esperada por
combinacao de alelos ao acaso (118).

1.4.1 - Caracteristicas das moléculas MHC classe l e Il

As moléculas de classe |, expressas praticamente em todas as células
nucleadas, sao formadas por duas cadeias polipeptidicas ligadas de forma néo
covalente: a cadeia a, codificada por genes do MHC (cadeia pesada) de 46 kDa e
a cadeia nao polimérfica B2 microglobulina (B2m) de 12 kDa, codificado por um
gene situado no cromossomo 15g21. A cadeia pesada é composta pelos dominios
extracelulares a1, a2 e a3, seguida por regides transmembrana e citoplasmatica,

cada uma codificada por éxons separados (119, 120). H& polimorfismo alélico
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extenso dos genes HLA-A, -B, -C, localizado nos dominios a1 e a2 (116) (figura
4).

As moléculas de classe | ligam-se preferencialmente a peptideos de origem
citosodlica (peptideos virais, tumorais ou préprios). Esses peptideos sdo produzidos
através da atividade proteolitica das LMP2 e LMP7 (proteases 2 e 7) e séao
transportados via TAP 1 e 2 (transportadores 1 e 2 do processamento de
antigeno) ao reticulo endoplasmatico e ligados as moléculas HLA classe |
previamente sintetizadas. O complexo HLA-peptideo € estavel e pode ser
transportado até a membrana plasmatica (121, 122, 123).

As moléculas de classe Il sdo formadas pela unido nao covalente de duas
cadeias polimorficas, uma cadeia a de 35 kDa e uma cadeia B de 27 kDa (124,
125), codificadas por genes do MHC e expressas apenas em células
apresentadoras de antigenos (APC, do inglés Antigen Presenting Cells), como por
exemplo linfécitos B, macréfagos, células dendriticas e células do epitélio timico
(figura 4).

Classe | Classe ll

Membrana
plasmatica

Figura 4: Esquema representativo das moléculas HLA classe | e Il. Adaptado de http:// www.e-
gastroped.com.br (126).
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A ligacao dos peptideos a molécula de HLA da-se em vesiculas especiais,
processo que conta com o auxilio da molécula de HLA-DM, também codificada
pelo MHC. Apdés a ligacao do peptideo, o complexo HLA-antigeno é estabilizado e
transportado até a superficie celular, onde as moléculas HLA exercerdao sua
funcdo de apresentacdo de antigenos e interagdo com o receptor do linfécito T
(TCR). Estes receptores tém especificidade para fragmentos de peptideos de um
antigeno e de moléculas do MHC, ao qual estéo ligados (127).

A natureza polimérfica das diferentes especificidades alélicas das
moléculas classe | e |l permite a ligacdo de numerosos fragmentos peptidicos
(128). O polimorfismo do MHC aumenta a amplitude de antigenos que,
potencialmente, podem se ligar aos antigenos classe | e Il, resultando desse modo

em respostas imunes mais efetivas (129).

1.4.2 - Funcoes bioldgicas do sistema HLA

Em 1958, Dausset apud Pontes et al., descreveu o primeiro antigeno HLA
identificado por reacdo sorolégica e Terasaki estabeleceu sua importancia no
transplante renal (103). Doherty e Zinkermagel (130) propuseram que a funcao
central do MHC era relacionada a sinalizacao do ‘préprio’ e do ‘nao-préprio’ (aspas
do autor). Os antigenos de superficie celular associados ao MHC eram
importantes nas interagbes celulares e reconheceu-se a necessidade de
compatibilidade entre MHC para sucesso nos transplantes. Nos anos 80, com a
descoberta de duas subpopulacdes de linfécitos T auxiliares e citotoxicas, dos
receptores especificos de linfécitos T (TCR) e das moléculas acessorias CD4+ e
CD8+, maior foi o entendimento do papel do MHC. Inferiu-se que a fenda de
ligacdo do HLA deveria estar sempre ocupada por um peptideo para que a
molécula pudesse ser expressa estavelmente na membrana celular (103).

A funcgéao biol6égica das moléculas do MHC é a apresentacdo de antigenos
processados no interior das células apresentadoras de antigenos (APCs) a
linfécitos T auxiliares (Th de T helper) CD4+ ou citotoxicos (Tc) CD8+.

As APCs apresentam peptideos provenientes da via endocitica de

processamento, ou seja, peptideos resultantes da degradacado proteolitica de
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antigenos ou organelas celulares velhas no citoplasma, através de suas moléculas
de classe | para os linfécitos T CD8+. Este é o mecanismo de apresentagdo de
antigenos virais. Também apresentam peptideos maiores, provenientes da via
exbgena, resultantes da degradacao proteolitica de organismos fagocitados e
degradados em compartimentos celulares especificos, através de suas moléculas
de classe Il, para linfécitos T CD4+. E esta a via preferencial para apresentagao
de antigenos bacterianos. E possivel haver apresentacdo cruzada (figura 5) (131).

A configuragdo da fenda depende de seu tamanho, formato e carga e é
ditada basicamente pela sequéncia de aminoacidos que a compdem. Isso
determina os tipos de peptideos que podem se ligar a ela e sofrer apresentacao
ao linfocito T. O impacto biolégico que o polimorfismo do sistema MHC, com seus

3.050 alelos, tem na resposta imune é fundamental (103).

Bactéria exdégena ’ ’

Peptideo+MHC

MHC-Il MHC-I

Bactéria Proteina
processada processada

+*
Golgi
Bactéria © .
intra-celular

Particula endégena

et b

*

Figura 5: Esquema representativo da apresentacido de peptideos, evidenciando a via
intrinseca, com a participagdo do MHC classe |, e extrinseca, com a participagdo do MHC classe II.
Adaptado de Abbas e Lichtman (131).
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1.5 - O Fator de Necrose Tumoral-alfa (TNF-a)

O TNF-a é uma citocina pré-inflamatéria potente com papel importante nas
respostas inflamatéria e imunolégica. Estimula a producdo de outras citocinas,
aumenta a expressdao de moléculas de adesdo, a ativagdo de neutréfilos e a
producdo de anticorpos. Influencia a sintese de varios componentes do tecido
conectivo, estimulando a producdo de colagenase, atua sobre as
metaloproteinases, a angiogénese e a proliferacao de fibroblastos, com importante
participacdo no remodelamento tecidual (132) (tabela 5).

Os fagécitos mononucleares ativados (monécitos e macréfagos) sao os
principais produtores de TNF-a, que promove a quimiotaxia e ativacao de
neutréfilos e mondcitos para os sitios de infeccdo e estdo envolvidos nas reacoes
inflamatérias locais. O TNF-a induz a sintese de outras citocinas inflamatérias
como IL-1 e IL-8 e participa como importante regulador da resposta imune inata.
Esta envolvido em processos patoléogicos como choque térmico, doencgas
autoimunes e replicacdo viral. No caso da psoriase, 0 TNF-a & determinante no

desenvolvimento das lesbes cutaneas e articulares (4).

Tabela 5: Efeitos do TNF-a nas células.

Célula-alvo Acéo do TNF-o Efeito
Macréfago 1 citoquina proé-inflamatéria Aumento da inflamagéao
Edema das articulagdes
Queratinocito 1 proliferagdo epidérmica Acantose e hiperqueratose
Endotélio 1 expressao de moléculas de adeséo e Aumento do afluxo de leucécitos na pele e
producéo de VEGF articulagdes
Aumento da angiogénese e eritema
Hepatocito 1 resposta da fase aguda Aumento da proteina C-reactiva
Sinoviocito 1 sintese de proteinase Degradagao da cartilagem
Linfocito T 1 citoquina pré-inflamatéria Aumento da inflamagao

1 ativagdo do fator de transcrigao nuclear
Ativagao da célula T
Célula 1 citoquina pré-inflamatéria Aumento da inflamagao
dendritica Maturagdo da célula dentritica
1 migracao de célula dentritica da pele para os
nédulos linfaticos
Ativagao e diferenciagdo da célula T
Adaptado de Goffe e Cather (4).

1.5.1 - Os genes ligados ao TNF-a
O TNF-a é codificado por um gene localizado no bragco curto do
cromossomo 6 em humanos, na regido 6p21.3, que esta em sequéncia com o

gene da linfotoxina-a (LT) na regido de classe Il do MHC. Localiza-se entre os
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genes que codificam as moléculas do MHC de classe Il, DP, DQ e DR, e as
moléculas de classe |, A, B e C (figura 6) (3).

O locus do TNF-a possui 12 kb de comprimento, contendo varias areas
polimérficas e incluem seis microsatélites (STR, do inglés Short Tandem Repeats),
TNFa, b, ¢, d, e e f. A possivel associacdo do polimorfismo dos genes do HLA de
classe | com os microssatélites marcadores no locus do TNF-a tem sido
examinada em diferentes populacdes e os resultados mostram desequilibrio de
ligacdo entre certos alelos destes microssatélites e os loci HLA classe | e classe |l
(133, 134), o que também foi encontrado na populacao brasileira (135).

Substituicbes Unicas de nucleotideos (do inglés Single Nucleotide
Polymorphisms ou SNPs) tém sido identificadas na regiao do TNF-a, tendo
importancia as localizadas na regiao promotora do gene, nas posicoes -238 e -
308, relacionadas a susceptibilidade a diversas doencgas. Entende-se por regido
promotora uma sequéncia de nucleotideos que pode determinar a transcricdo do
gene em questao. Os SNPs sao diferencas na sequéncia de DNA envolvendo um
simples par de base, que ocorre em frequéncia maior que 1% da populagéo (136).

Nestas posicoes € comum a presenga de guanina (G). Em alguns alelos,
esta posicdo € substituida pela adenina (A). A presenca de uma adenina na
posicao -308, resulta em um aumento no nivel de transcricdo quando comparado
com o alelo G (137). Em estudos com pacientes portadores de linfoma de
Hodgkin, os niveis TNF-a foram maiores em pacientes com uma adenina na
posigcao -308 (138). Em individuos caucasoides com lUpus eritematoso sistémico,
o alelo -308A conferiu susceptiblidade independentemente da presenca do alelo
HLA-DRS3 (139).

Outras doencgas imunoldgicas parecem mostrar associagdes entre genes
HLA e TNF-a, como artrite reumatdide, espondilite anquilosante, diabetes mellitus
insulino-dependente e esclerose multipla.

A associagcao do gendtipo das regides promotoras do TNF-a -238 e -308
G/A com outras doencas em pacientes brasileiros foi observada em varios
estudos, como no transtorno obsessivo-compulsivo (140), cardiomiopatia
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chagasica grave (141) e hanseniase paucibacilar (142, 143). Nao se encontrou

associagcao com pénfigo folidceo (144) e periodontite (145, 146).

Classe Il Classe lll Classe |

DP DQ DR C4BC4A B1 C2 HSP TNF B C A

LT-b TNF-a LT-a

-851, -857, -863 %

D Exon

| Polimorfismo

_> Direg&o da transcrigao

Figura 6: Mapa simplificado dos genes do TNF-a, mostrando a localizacdo dos seis

microssatélites e das regides promotoras -238 e -308. Adaptado de Hajeer e Hutchinson (3).

1.5.2 - Polimorfismos da regiao promotora do TNF-a (-238A/G e -308A/G) e
psoriase

O gene TNF-a tem uma regiao promotora que contém varios polimorfismos
incluindo duas transicées G/A na posicao -308 e -238, que sdao mais comuns na
populacdo caucasiana (147, 148). Varios outros pontos de mutacado tém sido
descritos (149, 150).

Reich et al. (151) observaram, em estudo in vitro, que a presenca do alelo -
238*A estava associada com aumento da producdo de TNF-a em pacientes com
psoriase de inicio antes de 40 anos.

E descrita associacdo entre polimorfismo na posicdo -238 com psoriase e
artrite psoriatica em alguns estudos (152, 153, 154), embora haja controvérsias.
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Na populagdo americana, a homozigose para o alelo G na regiao -238 €
associada a risco relativo menor para a doenca, portanto conferindo resisténcia,
enquanto a heterozigose esta relacionada a risco aumentado para psoriase (152).
Na populagdo alema, encontrou-se associagdo entre polimorfismo na regiao -238
do TNF-a com psoriase e artrite psoriatica (38% e 32% respectivamente, contra
7% nos controles) (153).

Ja ndo se encontraram associag¢des entre polimorfismos na regido -238 e -
308 na populacéo japonesa (155, 156). Na populagdo coreana, segundo Kim et al.
(157), ndo se encontrou relagcdo entre psoriase e polimorfismos na regido
promotora do TNF-a, mas sim com genes do TNF-B.

O TNF-a é comprovadamente importante no desenvolvimento da doenca e

os SNPs de sua regido promotora despertam especial interesse.
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IMAGENS

Imagem 1: Lesao cutanea da psoriase (A): eritema, escamas prateadas aderentes e sobrepostas
e sinal do orvalho sangrento ou de Auspitz. Fenémeno de Koebner (B) Surgimento de uma lesdo
psoriatica cinco dias apo6s uma arranhadura na perna de uma crianga com psoriase; (C) Lesao
psoriatica no brago de uma mulher apds escoriacao (Arquivo da Disciplina de Dermatologia, FCM,
UNICAMP).

Imagem 2: LocalizacOes classicas da psoriase vulgar (A) na face anterior da perna; (B) no
tronco simetricamente e (C) na face extensora dos cotovelos (Arquivo da Disciplina de
Dermatologia, FCM, UNICAMP).

Imagem 3: Psoriase gutata (A e B) multiplas lesdes numulares eritermato-descamativas
disseminadas (Arquivo da Disciplina de Dermatologia, FCM, UNICAMP).
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Imagem 4: Eritrodermia psoriatica (Arquivo da Disciplina de Dermatologia, FCM, UNICAMP).

Imagem 5: Psoriase pustulosa (A) pustulose generalizada; (B) pustulose palmar, forma localizada
mais comum (Arquivo da Disciplina de Dermatologia, FCM, UNICAMP).

Imagem 6: Artrite psoriatica (A) deformidade das articulagdes interfalangeanas, (B) eritema e
aumento de volume destas articulagbes e (C) raio-X com diminuicdo do espaco articular e
esclerose éssea (Arquivo da Disciplina de Dermatologia, FCM, UNICAMP)
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Imagem 7: Manifestacoes da psoriase (A) Psoriase palmar; (B) Psoriase plantar; (C) Psoriase
ungueal com depressdes cupuliformes e onicélise; (D) Intensa distrofia ungueal; (E) Lesbes
descamativas faciais; (F) Blefarite; (G e H) Lesdes no couro cabeludo; (I e J) Psoriase invertida
(Arquivo da Disciplina de Dermatologia, FCM, UNICAMP).
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Imagem 8 : Lingua geografica (A e B) manifestagdo mucosa mais associada a psoriase, e (C)
concomitancia de lingua fissurada e geogréafica (Arquivo da Disciplina de Dermatologia, FCM,
UNICAMP).

Imagem 9: Psoriase infantil (A) lesdes na face e couro cabeludo; (B) queilite psoridyica (Arquivo
da Disciplina de Dermatologia, FCM, UNICAMP).
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Imagem 10: Aspectos histologicos das fases iniciais da psoriase (A): infiltrado inflamatério
peri-vascular e edema da derma papilar; aspectos histologicos da lesdao desenvolvida (B):
hiperplasia psoriasiforme da epiderme (Cortesia: Dr®. Maria Leticia Cintra, Departamento de
Anatomia Patologica, FCM, UNICAMP).

Imagem 11: (A) Microabscesso de Munro; (B) pustula espongiforme de Kogoj (Cortesia: Dr?.
Maria Leticia Cintra, Departamento de Anatomia Patologica, FCM, UNICAMP).
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2 — OBJETIVOS
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A associacao de HLA classe | e psoriase é bem conhecida e diferente em
varias populacodes, ja os SNPs -238 e -308 da regido promotora do TNF-a foram
associados a doenca em populagbes caucasdides e ndo em asiaticos. Nao se
encontrou, na literatura consultada até o momento, descricao da associacao de
polimorfismos da regido promotora de TNF-a com psoriase em pacientes
brasileiros. O intuito deste trabalho foi aprofundar o conhecimento sobre os fatores
de risco genético para a psoriase nesta populagao e correlacionar os marcadores

genéticos com fatores ambientais.

2.1- Objetivo geral

Investigar o papel dos polimorfismos de genes do MHC classe I, Il e lll
como fatores de susceptibilidade a psoriase e gravidade da doenca na populacao
brasileira.

2.2 - Objetivos especificos
[. (A) Tipificar os alelos HLA de classe | e |l dos pacientes e do grupo-controle
de individuos sadios;
(B) Avaliar os alelos e genétipos dos HLAs de classe | e Il nestes grupos.

II. (A) Tipificar os polimorfismos na regido promotora do TNF-a (SNPs -238 e -
308) nos pacientes e grupo-controle de individuos sadios;

(B) Avaliar os alelos, genoétipos e haplétipos estendidos dos SNPs do TNF-a
nestes grupos.

lll. Analisar os marcadores de risco genético e de evolucado da psoriase, na
populagéo brasileira estudada, referentes aos alelos HLA classe | e Il e aos
SNPs do TNF-a -238 e -308;

IV. Discutir a aplicacao pratica dos alelos HLA classe | e Il e dos SNPs -238 e -
308 do TNF-a no seguimento de pacientes com psoriase, relacionando

estes marcadores com fatores ambientais.
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3 - MATERIAL E METODOS
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3.1 - Casuistica

3.1.1 - Populacao de referéncia

A populacao estudada é predominantemente natural e procedente da regido
de Campinas, Estado de Sao Paulo, sendo dois paciente naturais do sul do
Estado de Minas Gerais. Esta populacéo é constituida por imigrantes caucasianos
europeus, amerindios brasileiros e negros. A variedade étnica implica na mistura
de genes HLA presentes na populacdo brasileira, podendo variar
significantemente sobre determinada base regional. Entretanto, a amostra foi
composta por individuos de cor branca, sendo apenas dois casos classificados
como pardos.

3.1.2 - Populacao de estudo

Foram estudados 69 pacientes do ambulatério de Dermatologia do Hospital
de Clinicas da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP. O diagnéstico de
psoriase foi baseado em critérios clinicos e a inclusao foi aleatéria conforme
entrada no servico. Foi realizada investigagdo, abordando extensdo do
acometimento cutaneo, forma clinica, idade de inicio da doenca, sexo, etnia,
casos familiares e fatores desencadeantes (infeccbes, traumas, medicamentos e
eventos estressantes como acidentes, morte na familia e desagregacao familiar).
Foram consideradas outras manifestagdes clinicas, como acometimento ungueal,
do couro cabeludo, das mucosas e alteragdes articulares (tabela 6, apéndice 2,
pagina 197).

Os casos foram avaliados quanto a gravidade da doenca, considerando-se
o critério PASI (do inglés Psoriais Activity and Severity Index). O indice PASI é
calculado pelo médico e permite avaliar drea acometida, grau de eritema,
descamacao e infiltracao das lesées (anexo 1). Pode variar de 1 a 72, sendo que
indice superior a 18 relaciona-se a doencga grave (157, 158). Assim, 0s pacientes
foram divididos em dois grupos:

e Grupo | (Gl): doenca localizada, estavel, PASI menor que 18, com boa

resposta aos tratamentos tdpicos (corticéides, calcipotriol, tacrolimus,
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coaltar e umectantes) e banho de sol, sem a necessidade de tratamento
sistémico ao longo da observacao de dez anos, além de periodos de
remissdo prolongados. Foram observados casos de remissdo total apés a

primeira crise.

e Grupo Il (Gll): doenca extensa, PASI maior que 18, pouca resposta aos
tratamentos tépicos, requerendo terapia sistémica para controle, como
acitretina, metotrexate, ciclosporina e etanercept. Estes pacientes
apresentaram doenca instavel, alguns casos com episédios de eritrodermia
e artrite, sem remissao do quadro cutaneo ao longo do acompanhamento.
Esta classificacao foi empregada em trabalhos publicados anteriormente

(135, 159).

De cada paciente avaliado ou de seu responsavel, foi obtido o termo de
consentimento pds-informado (apéndice 3). O protocolo de estudo foi devidamente
analisado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas (Projeto: 299/2002,
modificado em 2007, apéndice 4). Foi realizada documentacao fotografica dos
casos. As analises laboratoriais foram realizadas no Laboratério de Imunogenética
de Transplantes do Hospital das Clinicas da UNICAMP e no Laboratério de

Imunologia Basica e Aplicada do Hospital das Clinicas da USP de Ribeirdo Preto.

3.1.3 - Critérios de inclusao

Foram incluidos pacientes com idade de aparecimento dos primeiros
sintomas até 40 anos, o que caracteriza a psoriase tipo | de Henseler e
Christophers (13), com seguimento clinico regular, no periodo de 1997 a 2007. O
longo periodo de acompanhamento destes pacientes permitiu caracterizar a
evolucdao da doenca e facilitou a definicio de dois grupos de gravidades
diferentes. Houve a preocupacao de se trabalhar com uma amostra suficiente para
validade estatistica, o0 que motivou o calculo do tamanho amostral.
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3.1.4 - Critérios de exclusao
N&ao foram incluidos pacientes com idade de inicio da doenca maior que 40
anos, parentes de primeiro grau dos individuos ja selecionados, pacientes com

diagnéstico duvidoso ou ja em tratamento instituido em outro servico.

3.1.5 - Populacao controle

O grupo-controle constituiu-se de 70 individuos sadios, com a idade entre
18 a 53 anos, 30 mulheres e 40 homens, provenientes do Banco de Sangue do
Centro de Hematologia e Hemoterapia da Universidade Estadual de Campinas-
Hemocentro, da mesma regido geografica dos pacientes, sem antecedente
pessoal ou familiar de psoriase, geneticamente nao relacionados. A busca de
individuos sadios para grupo-controle entre doadores de sangue é uma pratica
utiizada em muitas publicacbes de varias partes do mundo para estudos

imunogenéticos.

3.2 - Caracteristicas do grupo de pacientes

Analisando o grupo total de 69 pacientes, a média de idade de inicio da
doenca foi de 15,1 anos, 30,5% eram do sexo masculino 69,5% do sexo feminino.
A forma clinica da doenca mais comum foi a psoriase vulgar em 81,1%, seguida
da psoriase gutata com 18,9%. A presenca de um ou mais parentes de primeiro
grau acometidos ocorreu em 45% dos pacientes, sendo 33,3% no grupo | e 57,6%
no grupo Il. Houve predominancia do antecedente familiar positivo para a doenga

no grupo de pior evolucéo (tabela 6, apéndice 2, pagina 197).

3.2.1 - Grupo |

O grupo | foi constituido por pacientes que apresentaram, ao longo do
acompanhamento, doenca considerada leve. Enquadraram-se neste grupo 36
pacientes. Destes, a média de idade de inicio da doenca foi de 15,3 anos, 19,5%
do sexo masculino e 80,5% do sexo feminino. Quanto a forma clinica, 94% foram
psoriase vulgar e 6% psoriase gutata. Dentro deste grupo, dois casos eram de
psoriase linear, desde os primeiros meses de vida, de distribuicdo névica no
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membro inferior, que desenvolveram outras lesdes psoridticas durante a
adolescéncia, no couro cabeludo, cotovelos e joelhos, respondendo bem ao
tratamento tépico e retornando a forma linear (160).

Dezesseis pacientes apresentaram remissao da doenca ap6s a abordagem
terapéutica, em um prazo de oito a 33 meses, perfazendo 23,1% do grupo total de
pacientes e 44,4% dos pacientes do grupo |, € ndo voltaram a desenvolver novas

lesbes ao longo do seguimento.

3.2.2 - Grupo I

O grupo I, composto por pacientes que desenvolveram psoriase grave,
contou com 33 individuos. Entre estes, 42,4% eram homens e 57,6% mulheres.
Quanto a forma clinica, 66,7% apresentaram psoriase vulgar e 33,3% psoriase
gutata. Dentro destes casos de evolucao desfavoravel, observaram-se cinco
pacientes que desenvolveram artrite psoriasica (15,1% deste grupo e 7,25% do
grupo total de pacientes) e trés casos apresentaram eritrodermia (9,1% deste
grupo e 4,35% do grupo total de pacientes). Seis pacientes utilizaram terapia anti-
TNF (etanercept), por ndo responderem a outros tratamentos sistémicos (18,2%
deste grupo e 8,7% do grupo total de pacientes) (tabela 7).
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Tabela 7: Caracteristicas clinicas dos pacientes com psoriase no grupo | (Gl) e Il

(Gll) e frequéncia (%) do evento em cada grupo.

Caracteristicas Gl Gll TOTAL
N=36 (%) N=33 (%)

Idade (média, em anos) 15.3 14.9 15.1
Mulheres 29 (80,5) 19 (57,6) 48 (69.5)
Homens 7 (19,5) 14 (42,4) 21 (30.5)
PV 34 (94,0) 22 (66,7) 56 (81.1)
PG 2 (6,0) 11 (33,3) 13 (18.9)
AP 0 5 5(7.2)
Eritrodermia 0 3 3 (4.3)
Anti-TNF 0 6 6 (8.6)
AF + 12 (33,3) 19 (57,6) 31 (45.0)
AF - 24 (66,7) 14 (42,4) 38 (55.0)

N: ndmero de individuos; Idade (média, em anos): média de idade de surgimento da doenga em anos; PV: psoriase vulgar;
PG: psoriase gutata; AP: artrite psoriasica; Anti-TNF: pacientes que usaram terapia anti-TNF; AF+: antecedente familiar
presente; AF-: antecedente familiar ausente; Gl: grupo I; Gll: grupo II.

3.2.3 - Manifestacoes clinicas da doenca
Outras manifestacoes clinicas estudadas estdo assinaladas na tabela 8.

Tabela 8: Manifestagbes clinicas dos pacientes com psoriase no grupo | (Gl) e Il

(Gll) e frequéncia (%) do evento em cada grupo.

Gl Gl
Caracteristicas TOTAL
N=36 (%) N=33 (%)
Idade de inicio da doenca (média, em anos) 15,3 14,9 15,1
e Inicioentre0e9 12 6 18
e Inicio entre 10 e 19 15 22 37
e Inicio entre 20 e 29 4 2 6
e Inicio entre 30 e 40 5 3 8
Acometimento ungueal 15 (41,7) 23 (69,7) 38
Acometimento do couro cabeludo 29 (80,5) 26 (78,8) 55
Acometimento mucoso 3(8,3) 9 (27,3) 12
Presenca de fatores desencadeantes 20 (55,5) 24 (72,7) 44

N: nimero de individuos; Gl: grupo I; Gll: grupo II.
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Quanto a idade de aparecimento dos primeiros sintomas, duas meninas e
um menino iniciaram manifestacdes da psoriase antes de um ano de idade, sendo
um caso de dermatite psoriasiforme das fraldas e os dois de lesdo psoriasiforme
linear. Observa-se que a maioria dos casos teve inicio na adolescéncia, entre dez
e 19 anos. No grupo |, houve mais casos com inicio até dez anos do que no grupo
Il e, neste, a maioria dos pacientes iniciaram a doenca entre dez e 19 anos. O
inicio na adolescéncia esteve associado a pior evolugéo da doencga.

Trinta e oito pacientes apresentaram psoriase ungueal (55%) e houve
predominancia da presenca de lesdes ungueais no grupo de pior evolucao.
Quanto ao acometimento do couro cabeludo, 55 pacientes (79,7%) apresentaram
este achado. Vinte e nove casos (80,5%) estavam no grupo | e 26 (78,8%) no
grupo Il. O numero de pacientes com lesées mucosas neste grupo foi 12 (17,39%
do total de pacientes estudados), sete mulheres e cinco homens. Trés pacientes
(8,3%) encontravam-se no grupo | e nove (27,3%) no grupo Il. Este achado foi
mais significativo no grupo de pior evolugdo. O padrao de lesdo mucosa mais
encontrado foi lingua geografica, assintomatica e recorrente. Uma das meninas
apresentava lesdes peri-orais intensas e queilite. Lesbes penianas foram
encontradas em trés pacientes, na forma de placas eritemato-descamativas ou
maceradas, com exame micolégico direto negativo.

Fatores desencadeantes que precederam o quadro clinico da psoriase
foram notados em 44 pacientes (63,8%), sendo 20 (55,5%) no grupo | e 24
(72,7%) no grupo Il. Houve maior associacdao com o grupo de pior evolucdo. Os
fatores relacionados, em sua maior parte, foram de origem emocional e sao
considerados eventos estressantes agudos, ocorridos entre dois meses até quatro
anos antes do surgimento das lesbes psoriaticas. Estes eventos foram:
dissociacdo familiar (29 casos), falecimento de um dos pais (irés casos),
nascimento de um irmdo com sindrome de Down (um caso), etilismo na familia
(cinco casos) e irmao drogadito (um caso). Infecgdes prévias foram observadas
em apenas cinco pacientes (dois casos de amigdalite e trés de sinusite
bacteriana).
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Uma paciente com psoriase vulgar extensa desenvolveu eritrodermia
apds a associacao de isoniazida e prednisona para o tratamento de tuberculose
ganglionar com esquema triplice, voltando a apresentar psoriase vulgar apés a
suspensao da droga e a troca do esquema antibiético. Outro paciente masculino
desenvolveu eritrodermia relacionada a introducao de tratamento psiquiatrico com
a carbamazepina, também voltando a forma vulgar apés a troca do medicamento.

Fluxograma descritivo do método

Coleta de sangue periférico

'

Extracao do DNA por salting out
Amplificacao do DNA por PCR/SSP

Deteccao dos alelos por eletroforese em gel

'

Fotodocumentacao e interpretacao dos resultados

v

Analise estatistica

3.3 - Tipificacao do HLA de classe l e Il

3.3.1 - Caracterizacao do ensaio

A extracdo e purificagdo do DNA foram realizadas através do método
salting out, introduzido por Miller et al. (161). O DNA foi amplificado pela reacéo
em cadeia da polimerase (PCR), com um conjunto de iniciadores ou primers
sequéncia-especifica, segundo a metodologia desenvolvida por Olerup e
Zetterquist (162), utilizando-se microplacas contendo os primers para classe | e |l
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genérico, adquiridas comercialmente da One Lambda Inc., Canoga Park, CA,
EUA.

Os reagentes e materiais utilizados estéo relacionados no apéndice 3.

3.3.2 - Coleta de material
Foram coletados 10 mL de sangue venoso periférico dos pacientes e dos
individuos sadios do grupo-controle em tubos contendo anticoagulante EDTA.

3.3.3 - Extracao do DNA

Promoveu-se a extracao do DNA pelo método salting out a partir de células
do sangue periférico (161), que consiste na precipitacdo com solucéo saturada de
NaCl das proteinas celulares (imagem 12, pagina 99).

O sangue total foi transferido para um tubo cénico de polipropileno estéril de
50 mL. Foram adicionados 40 mL de tampéao de lise de glébulos vermelhos. Em
seguida a solucao foi homogeneizada por inversao e centrifugada durante cinco
minutos a 2.400 xg (3.200 r.p.m.) a 4°C (centifuga Beckman J-6B, EUA). O
sobrenadante foi cuidadosamente desprezado e o precipitado ressuspendido em
4,5 mL do tampao de lise de gldébulos brancos, acrescido de dodecil sulfato de
sédio (SDS), que funciona como inibidor de nucleases, e perclorato de sédio, para
precipitar o material nucleico, e agitado vigorosamente. Para a extracdo de
proteinas, foram adicionados 2 mL de NaCl 6M e foi promovida a agitagdo
vigorosa durante 15 segundos a temperatura ambiente. Apés uma segunda
centrifugacédo a 1.500 xg (2.600 r.p.m.) por cinco minutos a temperatura ambiente,
0 sobrenadante foi transferido para um tubo de polipropileno de 50 mL, evitando o
precipitado, e foi adicionado 7 mL de isopropanol absoluto. O tubo foi
homogeneizado gentilmente para a precipitacdo e ressuspensao do DNA.

O DNA precipitado foi retirado com o auxilio de uma pipeta Pasteur estéril e
lavado trés vezes em 3 mL de etanol a 70%, por um minuto, a temperatura
ambiente, e redissolvido em 300 a 500uL de agua deionizada estéril. O DNA foi
quantificado no espectrofotémetro (WPD, Biowave I, EUA), em 260nm e 280nm

(UV) e o grau de pureza do DNA foi calculado pela razéo entre absorbéancia obtida
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em 260nm e 280nm (A260:A280). Esta razao foi considerada adequada quando
permaneceu entre 1,6 a 2,0. Finalmente a concentragdo do DNA foi ajustada para
100ng/uL, com agua deionizada estéril. Posteriormente foi realizada a
amplificacdo do DNA e a amostra concentrada foi guardada em freezer a -20°C.

3.3.4 - Reacdao em cadeia da polimerase com primers sequéncia-especifica
(PCR/SSP) para HLA classe l e ll

A reacdo de polimerase em cadeia (PCR, do inglés Polymerase Chain
Reaction) é a amplificacdo enzimatica de uma sequéncia especifica de DNA,
visando a producéo de milhdes de cdpias dessa sequéncia em um tubo de ensaio.
Uma fita simples de DNA ¢é usada como molde para a sintese de novas cadeias
complementares sob a acdo da enzima DNA polimerase, capaz de adicionar
nucleotideos fornecidos para a reacdo de acordo com o complementar na fita-
molde. E necesséario um ponto de inicio ligado a fita-molde para a enzima
continuar a colocacédo de outros nucleotideos. Este ponto € um oligonucleotideo
sintético que se hibridiza ou anela a fita-molde simples, chamado primer. Estes
primers especificos devem ser fornecidos a cada fita-molde para servirem a

sintese de uma nova cadeia (136) (figura 7).
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Reacgdo de Polimerase em Cadeia
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Figura 7: Esquema representativo da reacao de PCR. Adaptado de Vierstraete (163).

Na pratica, adicionam-se, em um tubo de ensaio, uma pequena quantidade
de DNA gendmico, nucleotideos, enzima DNA-polimerase, os primers € uma
solugdo-tampéo que fornece condi¢des ideais de pH e salinidade. O conjunto é
submetido a alta temperatura (94°C por cinco minutos) para o rompimento das
pontes de hidrogénio entre as duas cadeias de DNA. A temperatura é rebaixada
(65°C por 30 segundos), quando os primers se anelam as sequéncias
complementares de DNA. A temperatura vai a 72°C por dois a cinco minutos para
atuacdo da DNA polimerase, formando novas cadeias com o0s nucleotideos.
Repetindo-se estes passos de desnaturacdo, anelamento e sintese por 25 a 30
ciclos, obtém-se mais de 250 milhdes de cépias de DNA em fita dupla (136).

A reacdo de amplificacdo foi realizada em microplacas, com 96 pogos
contendo os primers ja padronizados para classe |. Os demais reagentes da
reacao de amplificacdo foram misturados em um tubo (mix) constituido de bases
nitrogenadas, MgCl,, corante vermelho de cresol, enzima Tag-polimerase (5
U/uL), padronizado e fornecido pela One Lambda (One Lambda Inc., Canoga
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Park, CA, EUA) (tabela 9). Inicialmente, foram retirados 9uL da solugcado (mix) e
adicionados na escavacgao do controle negativo, previamente preparada com 1 pL
de agua deionizada estéril. A seguir, foi adicionado o DNA genbémico na
concentracao final de 100 ng/mL ao restante da solucdo (mix). Foram colocados
10 puL em cada um dos pogos da placa, exceto no controle negativo (imagem 13,
pagina 99).

Pelo método PCR/SSP, foram realizadas as identificacdes dos alelos HLA
classe |, através de amplificacdes para 18 especificidades HLA-A, 33 HLA-B e 14
HLA-C. Para os alelos classe II, foram 15 especificidades HLA-DRB1 e cinco HLA-
DRQ1.

Tabela 9: Concentracdes dos reagentes utilizados para a amplificacao dos
alelos HLA classe | e Il

Reagente Concentracao (ng/mL) Volume (uL)
Classe | - DMix
Tag-p 5,6
DNA 100 111
Classe Il - Dmix
Tag-p 2,0
DNA 100 39

DMix: mistura de nucleotideos fornecida pelo fabricante para a reagéo de polimerase em cadeia (PCR); Tag-p: enzima Tag-
polimerase; DNA: quantidade de DNA colocada em cada flaconete.

Para a amplificacdo do DNA, a microplaca foi colocada em um
termociclador (MJ-PTC-100/Watertown, MA, EUA), com 30 ciclos, nas

temperaturas indicadas na tabela 10.
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Tabela 10: Perfil de ciclagem do termociclador para reacdo de amplificacdo dos
alelos HLA classe | e Il.

Estagio Temperatura (2C) Tempo Ciclos

1. Desnaturacao 94 2 min. 1X
59 1 min.

2. Pareamento 94 10 seg. 8X
59 1 min.

3. Extensao 94 10 seg. 19X
55 50 seg.
72 30 seg.

No final dos ciclos, os produtos da PCR foram aplicados em gel de agarose
a 2% com adicao do corante brometo de etidio a 0,5%.

3.3.5 - Analise do produto amplificado em gel de agarose

Os produtos da amplificacdo foram separados por eletroforese em gel de
agarose. A preparacgao do gel foi realizada utilizando-se agarose a 2% em tampao
Tris-Borato, dissolvida em alta temperatura, entre 90°C e 95°C, por dois a trés
minutos, com posterior adicdo de brometo de etidio a 0,5%, misturada e
despejada na placa com pentes, para a formacdo dos sulcos, em que,
posteriormente, foram aplicadas as amostras. Apés a retirada dos pentes, o gel foi
colocado em uma cuba de eletroforese e foi adicionada a solugcao tampéao (Tris-
Borato-1X) 2 a 3 mm acima da superficie do gel.

Foram aplicados os produtos da amplificacdo e o controle negativo ao gel e
a eletroforese foi realizada por seis minutos a 220V. Apos esse periodo, o gel foi
colocado em um transluminador ultravioleta (312nm) e fotografado para
documentacdo e interpretacdo (sistema de fotodocumentagdo Vilber Lourmat
BP66, Marné-La Vallee, France).
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3.3.6 - Fotodocumentacao e interpretacao dos resultados

A interpretacédo foi baseada na presenca ou auséncia de amplificacdo do
alelo ou grupo-especifico em cada uma das misturas de iniciadores especificos. A
presenca de um par de iniciadores nao alélicos constituiu-se em controle interno
positivo de amplificagdo. O produto da amplificacdo de tal primer € de 750 pares
de bases (pb), visualizados quando a amplificacao grupo-especifico ndo ocorrer. A
presenca da amplificacao no grupo-especifico foi visualizada no gel pela formagao
de um produto de cerca de 125 a 250 pb, e foram caracterizadas como reacdes
positivas para o alelo ou grupos de alelos analisados. No poco referente ao
controle-negativo, nenhum desses fragmentos foi observado (imagem 14, pagina
101).

Os resultados foram inseridos em uma planilha, que apresenta as mesmas
especificidades encontradas na placa com os primers, e em um programa de
computador, da One Lambda Inc., Canoga Park, CA, EUA, que auxilia na
interpretagéo, permitindo revelar com exatidao os alelos dos pacientes e do grupo-

controle de individuos sadios em estudo.

3.4 - Tipificacao dos SNPs do TNF-a -238 e -308

As amostras do DNA gendmico dos 69 pacientes com psoriase e 70
individuos sadios do grupo-controle foram tipificadas através de PCR/SSP.
3.4.1 - Reacao em cadeia da polimerase com primers sequéncia-especifica
(PCR/SSP) para SNPs do TNF-a

O polimorfismo de genes promotores do TNF-a foi avaliado quanto a
presenca dos SNPs -238A/G e -308A/G, relacionados com atividade transcricional
alterada. Para a deteccdo destes polimorfismos, utilizaram-se sondas de
oligonucleotideos sequéncia-especificas e 0s iniciadores especificos para cada
variante estdo descritos na tabela 11. Os iniciadores HGBA. A e HGBA. S (genes da
hemoglobina) foram empregados como controle interno de cada reacao (Invitrogen,
Carlsbad, EUA).
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Tabela 11: Iniciadores para detecgdo dos SNPs -238 e -308 do gene TNF-a.

Primers Sequéncia (5’ —3”) Amplicon
TNFAA308.2 CAGCGGAAAACTTCCTTGGT

TNF Genérico®

TNFAS308G ATAGGTTTTGAGGGGCATGG

TNF Especifico® 259 pb
TNFAS308A ATAGGTTTTGAGGGGCATGA

TNF Especifico”

TNF 238 UP AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT

TNF Genérico®

TNFAS238G CCCCATCCTCCCTGCTCC 175 pb
TNF Especifico®

TNFAS238A TCCCCATCCTCCCTGCTCT

TNF Especifico®

HGBA.S° CGGTATTTGGAGGTCAGCAC 436 pb
HGBA .A° CCCACCACCAAGACCTACTT

*TUGLULAR et al., 2003: "MARSH et al., 2003; °: HGBA e HGBS: genes da hemoglobina utilizados para controle da reagao,
sintetizados a pedido do laboratério de Ribeirdo Preto.

Aos primers, em tubos de propileno tipo Eppendorf com tampa, foram
adicionados os reagentes para as reacdes de PCR (imagem 15, pagina 103), nas
concentracdes indicadas na tabela 11. A esta solucao, foi adicionado 1uL do DNA
a ser estudado (tabela 12).

Tabela 12: Concentracdes dos reagentes utilizados para a amplificacao dos SNPs
do TNF-a -238 e -308.

Reagente Concentracao Quantidade (ul)
Agua 6,41
Tampao 10X 1
MgCl, 50 mM 0,3
dNTP 20 mM 0,14
HGBA-S 10uM 0,2
HGBA-A 10 uM 0,2
308A ou 308G* 10uM 0,3
TNF 308.2* 10uM 0,3
Taq Polimerase 5 U/l 0,15
DNA 100ng 1
Volume final - 9

MgCl. : cloreto de magnésio; dNTP: 2'deoxinucleosideo 5’ trifosfato;
*Na reagao para amplificagdo do SNP -238, os primers foram os correspondentes enquanto os demais reagentes foram
empregados na mesma concentragao.
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Apébs a preparacdao da mistura da reacdo de amplificacdo, essas foram
submetidas a PCR nos seguintes ciclos no termociclador (Applied Biosystems

9700), conforme mostrado na tabela 13.

Tabela 13: Perfil de ciclagem no termociclador para reacdo de amplificacdo dos
SNPs do TNF-a -308 e -238.

Estagio Temperatura (°C) Tempo Ciclos
Desnaturagéo inicial 94 5 min. 1X
1. Desnaturagao 94 4 seg.
2. Pareamento 64 4 segq.
3. Extensao 72 1 min. 32X
72 5 seg. 1X

4

3.4.2 - Analise do Produto Amplificado em Gel Poliacrilamida

Os produtos de amplificacdo foram submetidos a separacdo por
eletroforese em condi¢cdes desnaturantes, utilizando-se géis de poliacrilamida
acrescidos de glicerol.

Para visualizacdo dos produtos amplificados, as amostras foram aplicadas
em géis verticais desnaturantes de poliacrilamida com uréia (12%), submetidos a
condicoes eletroforéticas especificas para cada loco e corados de acordo com o
método de Sanguinetti et al. (164), como descrito a seguir.

Apbs a preparacao, o gel foi imediatamente aplicado a uma armacao
previamente montada. Esta armacédo foi composta por duas placas de vidro
colocadas sobre um suporte, separadas por espacadores de teflon e presas com
grampos de aco. Logo apo6s a aplicacao do gel entre as placas, colocou-se um
pente de teflon na borda superior que formaram os sulcos em que, posteriormente,
foram aplicadas as amostras. Apds a polimerizacao do gel, o pente foi retirado e o
gel foi montado em uma cuba de eletroforese vertical, contendo tampéao TBE (o
mesmo utilizado na preparagéao do gel, diluido 10X) em ambos os pélos (imagem
16, pagina 103).
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Para a realizagdo da corrida eletroforética, 3 uL da amostra a ser analisada
foi misturada a 7 uL de tampao de amostra contendo formamida 75%. A mistura
foi aquecida a 94°C por dez minutos e foi colocada imediatamente em banho de
gelo e aplicada ao gel. Os padrdes de migracao que permitem identificar os alelos
foram obtidos por meio de uma escada alélica feita com amostras aleatorias,
tipificadas previamente e comparadas entre si, objetivando-se a determinacao de
bandas maiores e menores. O gel foi submetido a eletroforese a 20mA, 230V por

uma hora (Imagem 17, pagina 105).

3.4.3 - Visualizacao e interpretacao dos resultados

Apés ser retirado da placa, o gel foi colocado em 100 mL de solucéo
fixadora (alcool etilico, acido acético e agua deionizada) por cinco minutos e foram
adicionados, para coloracao, 2 mL de nitrato de prata 10%, com agitacao por cinco
minutos. Para revelagdo, a solucao fixadora com prata foi descartada e o gel foi
lavado uma vez em agua deionizada. Apds desprezar a agua, foram colocados
100 mL de solugdo reveladora (NaOH e agua deionizada) com 1 mL de
formaldeido sobre o gel, que foi agitado até o aparecimento das bandas (imagem
18, pagina 105).

Apl6s as leituras das bandas reveladas nos géis, estes foram secos e
arquivados. A secagem foi feita colocando-se o gel entre duas folhas de celofane
embebidas em agua sobre uma placa de vidro, a temperatura ambiente por dois
dias (imagem 19, pagina 107).

3.5 - Analise estatistica

3.5.1 - Tamanho amostral

Este calculo foi realizado para se estimar a validade dos testes a serem
aplicados na amostra proposta, um grupo de 139 individuos. Existem varias
formas de se calcular o tamanho amostral. Para isto é necessario a escolha de
niveis de significancia (normalmente 5%), poder do teste (no minimo 80%) e
diferenca nas frequéncias alélicas que se deseja detectar caso existam (165).
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Com base nos dados preliminares do grupo-controle de individuos sadios sobre a
variavel que se deseja estudar (SNPs do TNF-a) e por meio de calculo estatistico
realizado por programa computacional, estima-se que:

e para os SNPs -238, caso exista uma diferenca de 15% nas frequéncias
alélicas entre as populagdes de pacientes e controles, sera necessaria uma
amostra de 120 individuos (60 pacientes e 60 controles) para ter 80% de
chance de detecta-la ao nivel de significancia de 5% (165);

e para os SNPs -308, caso exista uma diferenca de 20% nas frequéncias
alélicas entre as populagdes de pacientes e controles, sera necessaria uma
amostra de 128 individuos (64 pacientes e 64 controles) (165).

Assim, a amostra de 139 individuos foi considerada para a realizagdo do
trabalho.

3.5.2 - Frequéncias alélicas e génicas dos HLA classe | e Il e dos SNPs do
TNF-a -238 e -308

As frequéncias alélicas e génicas em cada grupo de amostras foram
estimadas por contagem direta. O calculo das frequéncias dos alelos nos grupos
amostrais foi baseado na férmula abaixo e foi realizado pelo programa GraphPad
InStat 3.05 para Windows (Graph Pad Software Inc., Ca, EUA).

Fa (%) = (n / 2N) x 100

n: soma de um alelo especifico; N: nimero total de individuos.

A analise estatistica de comparacao entre as frequéncias alélicas do grupo
de pacientes e do grupo-controle foi efetuada por meio do teste do Qui-quadrado,
utilizando a tabela de contingéncia 2x2 (166) ou Teste Exato de Fisher. O Teste
Exato de Fisher foi mais adequado neste estudo para as comparacdes entre os
grupos de pacientes e grupo-controle de individuos sadios, pois € indicado
principalmente para 0s casos em que uma proporcado inferior a cinco seja

esperada em uma ou mais classes.

95



ne individuos nc individuos TOTAL

com alelo X sem alelo X
Populacao 1 a B a+b
Populacao 2 c D c+d
a+c b+d =a+b+c+d

a: nimero de individuos com alelo X na populagao 1; b: nimero de individuos sem o alelo X na populagao 1; c: nimero de
individuos com alelo X na populagéo 2; d: nimero de individuos sem o alelo X na populagao 2.

A significancia estatistica foi considerada quando p<0,05, o que significa
que foi fixado em 5% o nivel para a rejeicao da hipétese de nulidade. O valor de p
foi corrigido (pc) através da multiplicagdo pelo numero de alelos estudados e
comparacbes realizadas, pelo método de Bonferroni (167, 168), devido ao
polimorfismo extenso dos genes HLA.

Ao final, calculou-se o Odds Ratio (OR), que permite fazer uma estimativa do
risco relativo em estudos caso-controle, segundo a férmula abaixo. Foi realizado
pelo programa GraphPad InStat versdo 3.05 para Windows (Graph Pad Software
Inc., Ca, EUA).

OR =ad/bc

OR: Odds Ratio; a: numero de individuos com alelo X na populagéo 1; b: nimero de individuos sem o alelo X na populagéo
1; ¢: nimero de individuos com alelo X na populagéo 2; d: nimero de individuos sem o alelo X na populagao 2.

O OR ¢ utilizado como medida de intensidade de associacdo ou razao de
probabilidades, e deve ser maior do que um para se afirmar que ha associagao
positiva entre a ocorréncia do gene e aumento do risco de desenvolver a doencga.
E importante expressar o OR com o respectivo intervalo de confianca (IC95%)
(169).

A aderéncia das frequéncias genotipicas observadas as proporcdes
tedricas de Hardy-Weinberg foi verificada com emprego do programa GENEPOP
versao 2.0 para Windows (170).
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3.5.3 - Métodos computacionais para reconstrucao de haplétipos

Algumas amostras podem apresentar dois SNPs heterozigéticos, que
resultam em mais de uma possibilidade de combinagédo haplétipica. Dois métodos
computacionais foram usados para determinar os haplétipos de cada individuo:

(1) o algoritmo ELB (171) implementado pelo programa computacional
ARLEQUIN 3.1 para Windows (172);

(2) um método de base coalescente implementado pelo programa
computacional PHASE v2 para Windows (173).

Para se verificar a existéncia de haplétipos em frequéncias significativamente
distintas entre grupos de amostras, as frequéncias de cada haplétipo foram
comparadas pela aplicacao do Teste Exato de Fisher (GraphPad InStat, versao
3.0 para Windows, Graph Pad Software Inc., Ca, EUA).
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IMAGENS

Imagem 12: Extracdo do DNA (A) adigdo dos reagentes para extragdo do DNA de amostra do
sangue periférico em tubo de propileno de 50mL; (B) visualizacao do DNA apds extragéo.

Imagem 13: Preparacao da PCR/SSP (HLA): (A) microplacas One Lambda, para aplicagido dos
reagentes; (B) termociclador (MJ-PTC-100/Watertown, MA, EUA).
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A*02 A*03, B*57 B*35, Cw*06 Cw*04

Imagem 14: Gel de agarose 2% mostrando a mobilidade eletroforética dos polimorfismos da
classe I. As bandas superiores correspondem ao controle interno da reacdo o que certifica a boa
qualidade do procedimento. As bandas que aparecem esporadicamente na terceiro nivel sdo referentes

aos alelos classe | identificados.
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Imagem 15: Preparacao da PCR/SSP (SNPs -238 e -308 do TNF-a): (A) adicao de reagentes,
primer e amostras de DNA a serem estudadas aos tubos de propileno tipo Eppendorf; (B)
termociclador Applied Biosystems 9700 utilizado para reacao de amplificagao.

Imagem 16: Preparacao para eletroforese em gel de poliacrilamida (A) aplicagcdo dos produtos
da PCR em microplacas com adi¢édo de corante; (B) aplicacdo das amostras com corante ao gel de
poliacrilamida, em cuba de eletroforese vertical.
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Imagem 17: Montagem da eletroforese e resultado da corrida eletroforética (A) inicio da
eletroforese a 20 mA, 230V, por 1 hora; (B) fim da corrida eletroforética, evidenciando as bandas
regularmente distribuidas ao longo do gel.

Imagem 18: Coloracdo com nitrato de prata e visualizacdo dos resultados (A) o gel foi
colocado em recipiente plastico sob agitagdo e coberto com solugéo fixadora e corante nitrato de
prata 10%; (B) o gel foi lavado, adicionado de solugéo reveladora e submetido a nova agitagéo. A
visualizagao das bandas foi possivel através de iluminagéao ao fundo do recipiente.
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GG GG AA GG GG GG GG GA GA GA GG

Imagem 19: Gel de poliacrilamida 10% mostrando a mobilidade eletroforética dos
polimorfismos do SNP - 308 do TNF-a. A banda de 456 pb é referente ao controle interno da
reacdo (genes da Hemoglobina Humana, iniciadores HBBA.S/HGBA.A). As bandas de 259 pb
representam o polimorfismo G/A da regidao promotora -308 do gene TNF- a.
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4 - RESULTADOS
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4.1 - Pacientes e Controles
A relacao dos pacientes e dos respectivos alelos HLA classe | e Il e SNPs
do TNF-a -238 e -308 detectados estao representados na tabela 26 (apéndice 2).

4.2-HLAclasselell
Apos a tipificacdo dos alelos HLA dos pacientes e grupo-controle de
individuos sadios, foram analisadas as frequéncias alélicas de classe | e I,

conforme mostram as tabelas 14 e 15.

Tabela 14: Distribuicdo das frequéncias (%) dos alelos HLA-A, -B, -Cw nos
pacientes com psoriase e no grupo-controle de individuos sadios.

Psoriase Controle Psoriase Controle Psoriase Controle
Alelo HLA- Alelo HLA- Alelo HLA-
A* N=69 N=70 B* N=69 N=70 Cw* N=69 N=70
(n) % (n) % (n) % (n) % (n) % (n) %
*01 (10)7,3 (14) 10,0 *07 (05) 3,7 (10) 7,2 *01 (02)1,5 (05) 3,6
*02 (28) 20,3 (33) 23,6 *08 (03) 2,2 (09) 6,5 *02 (05) 3,7 (08) 5,7
*03 (10)7,3 (16) 11,5 *13 (07) 5,1 (01) 0,7 *03 (08) 5,8 (09)6,5
*11 (05) 3,7 (06) 4,3 *14 (07) 5,1 11)7,9 *04 (20) 14,5 (23) 16,4
*23 (06) 4,4 (03) 2,2 *15 (08) 5,8 (09) 6,5 *05 (04) 2,9 (14) 10,0
*24 (14) 10,0 (12) 8,6 *18 (02)1,5 (03) 2,2 *06 (36) 26,1 (14) 10,0
*25 (00) 0,0 (01) 0,7 *22 (00) 0,0 (00) 0,0 *07 (16) 11,6 (13)9,3
*26 (06) 4,4 (05) 3,6 *27 (07) 5,1 (06) 4,3 *08 (06) 4,4 (10)7,3
*29 (03) 2,2 (02) 1,4 *35 (13) 9,4 (16) 11,5 *12 (22) 16,0 (08) 5,7
*30 (08) 5,8 (05) 3,6 *37 (08) 5,8 (02) 1,4 *14 (02)1,5 (02) 1,4
*31 (01)0,8 (01) 0,7 *38 (05) 3,7 (05) 3,6 *15 (04) 2,9 (09) 6,5
*32 (06) 4,3 (08) 5,7 *39 (10)7,3 (03) 2,2 *16 (01) 0,8 (06) 4,3
*33 (02)1,5 (04) 2,9 *40 (04) 1,9 (04) 2,9 *17 (02)1,5 (03) 2,2
*34 (00) 0,0 (00) 0,0 *41 (02)1,5 (03) 2,2 “18 (02)1,5 (00) 0,0
*36 (01)0,8 (01) 0,7 *42 (00) 0,0 (00) 0,0
*66 (02)1,5 (01)0,7 *44 (06) 4,4 (11) 7,9
*68 (05) 3,7 (08) 5,7 *45 (03) 2,2 (06) 4,3
*74 (00) 0,0 (00) 0,0 *47 (02)1,5 (02) 1,4
*48 (00) 0,0 02) 1,4
*49 (02)1,5 (04) 2,9
*50 (07) 5,1 (03) 2,2



*51 (05) 3,7 (11)7,9
*52 (03) 2,2 (03) 2,2
*53 (04) 2,9 (02) 1,4
*55 (03) 2,2 (01)0,7
*56 (00) 0,0 (00) 0,0
*57 (12) 8,7 (03) 2,2
*58 (06) 4.4 (02) 1,4
*67 (00) 0,0 (00) 0,0
*73 (01)0,8 (00) 0,0
*78 (01)0,8 (00) 0,0
*81 (01)0,8 (00) 0,0
*82 (01)0,8 (00) 0,0

N: nimero de individuos; n: soma de cada alelo tipificado, descritos na tabela 26, apéndice 3, pagina 202; F (%)=(n/2N) x
100.

Tabela 15: Distribuicao das frequéncias (%) dos alelos HLA-DRB1 e -DQB1 nos
pacientes com psoriase e no grupo-controle de individuos sadios.

Psoriase Controle Psoriase Controle
Alelos HLA N=69 N=70 Alelos HLA N=69 N=70
DRB1 (n) % (n) % DQB1 (n) % (n) %
*01 (11) 8,0 (16) 11,5 *02 (22) 16,0 (24) 17,1
*03 (06) 4,4 (14) 10,0 *03 (53) 38,4 (56) 40,0
*04 (10)7,3 (23) 16,4 *04 (05) 3,7 (03) 2,1
*07 (22) 16,0 (11)7,9 *05 (24) 17,4 (24) 17,1
*08 (04) 2,9 (02) 1,4 *06 (21) 15,2 (28) 20
*09 (01)0,8 (01) 0,7
*10 (07) 5,1 (04) 2,9
*11 (31) 22,5 (21) 15,0
*12 (01) 08 (02) 1,4
*13 (14) 10,2 (20) 14,3
*14 (01) 0,8 (03) 2,1
*15 (10)7,3 (17,9
*16 (13)9,5 (09) 6,4
17 (00) 0,0 0
*18 (00) 0,0 0

N: numero de individuos; n: soma de cada alelo HLA tipificado; F (%)=(n/2N) x 100.

Apés determinadas as frequéncias alélicas, foi feita a comparacao entre as
frequéncias de pacientes e grupo-controle de indviduos sadios. Na tabela 16 e no
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grafico 1, estdo evidenciados os alelos HLA classe | com significancia estatistica
(p<0,05 e OR>1).

Tabela 16: Frequéncias alélicas (%) e significancia estatistica dos principais alelos
HLA classe | e Il no grupo de pacientes com psoriase e grupo-controle de

individuos sadios.

Alelos Psoriase Controle P pc OR IC 95%
N=69 N=70
HLA (n) % (n) %
B*13 (07) 5,1 (01) 0,7 0,03 ns 9,03 1,09-74,35
B*37 (08) 5,8 (02) 1,4 0,04 ns 5,17 1,08-24,76
B*39 (10)7,3 (03) 2,2 0,02 ns 4,35 1,17-16,13
B*57 (12) 8,7 (03) 2,2 0,006 ns 5,30 1,46-19,19
Cw*06 (36) 26,1 (14) 10,0 0,0001 0,0014 3,98 2,02-7,65
Ccw*12 (22) 16,0 (08) 5,7 0,0016 0,02 3,84 1,65-8,93
DRB1*04 (10)7,3 (23) 16,4 0,095 ns 0,49 0,23-1,09
DRB1*07 (22) 16,0 (11) 7,9 0,009 ns 2,74 1,28-5,87
DRB1*11 (31) 22,5 (21) 15,0 0,02 ns 2,05 1,12-3,77

N: nimero de individuos; n: soma de cada alelo tipificado; p: valor de p; pc: valor de p corrigido; OR : Odds Ratio; IC 95%:

intervalo de confianga de 95%; ns: ndo significante.
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Alelos HLA
DRB1*11

DRB1*07
DRB1*04

Cw*12

m Controle
Cw*06
m Psoriase

B*57
B*39
B*37

B*13

Grafico 1: Frequéncias alélicas dos HLA classe | e Il dos pacientes com psoriase e grupo-controle
de individuos sadios. * Alelos com significancia estatistica ap6s corregéo do valor de p.

Apresentaram significancia estatistica os alelos HLA-B*57 (p=0,006;
OR=5,3; 1C95%=1,46-19,19), -Cw*06 (p=0,0001; OR=3,93; 1C95%=2,02-7,65), -
Cw*12 (p=0,0016; OR=3,84; 1C95%=1,65-8,93) e -DRB1*07 (p=0,009; OR=2,74;
IC95%=1,28-5,87). Estes alelos podem ser considerados fatores de risco genético
para psoriase na populacdo estudada, enquanto o alelo -DRB1*04 foi mais
frequente no grupo-controle de individuos sadios, mostrando tendéncia a
associacdo negativa com a doenca (p=0,095; OR=0,49; 1C95%=0,23-1,09) e
podendo conferir protecdo. Ao se aplicar a corregcdo de Bonferroni, o valor de p
deixou de ter significancia estatistica para a maioria dos alelos, com excecao dos
alelos HLA-Cw*06 e -Cw*12. A distribuicdo das frequéncias alélicas e significancia
estatistica dos principais alelos HLA classe | e Il entre os grupos |, Il e grupo-

controle de individuos sadios esta assinalada na tabela 17.
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Tabela 17: Frequéncias alélicas (%) e significancia estatistica dos alelos HLA de

classe | e Il entre os diferentes grupos.

Alelos Gl Controle P pc OR IC 95%
N=36 N=70

HLA (n) % (n) %

B*57 (08) 11,1 (03)2,2 0,008 ns 5,7 1,46-22,24
Cw*06 (17) 23,6 (14) 10,0 0,013 ns 2,78 1,28-6,04
Cw*12 (12) 16,7 (08) 5,7 0,013 ns 3,3 1,28-8,49

Gl Controle
N=33 N=70
(n) % (n) %

B*13 (04) 6,1 (01) 0,7 0,037 ns 8,97 0,98-81,92

B*37 (07) 10,6 (02) 1,4 0,005 ns 8,18 1,65-40,59
Cw*06 (19) 28,8 (14) 10,0 0,001 0,01 3,64 1,68-7,83
Cw*12 (10) 15,1 (08) 5,7 0,03 ns 2,9 1,10-7,86

DRB1*04 (03) 4,5 (23) 16,4 0,02 ns 0,24 0,07-0,84
DRB1*07 (13) 19,7 11)7,9 0,02 ns 2,9 1,21-6,82
Gl Gll
N=36 N=33
(n) % (n) %
B*37 (01) 1,4 (07) 10,6 0,03 ns 0,12 0,014-0,093

N: nimero de individuos; n: soma de cada alelo tipificado; p: valor de p; pc: valor de p corrigido; OR: Odds Ratio; IC 95%:
intervalo de confianga de 95%; ns: ndo significante.

Quando comparado o grupo | e o grupo-controle de individuos sadios
(tabela 17 e gréfico 2), o alelo HLA-B*57 foi mais frequente no grupo |. Entre o
grupo Il e o grupo-controle de individuos sadios (tabela 17 e gréafico 3), houve
significancia estatistica para os alelos HLA-B*37 (p=0,005; OR=8,18; IC95%=1,65-
40,59), -Cw*06 (p=0,001; OR=3,64; 1C95%=1,68-7,83), -Cw*12 (p=0,03; OR=2,9;
IC95%=1,10-7,86) e -DRB1*07 (p=0,02; OR=2,9; IC95%=1,21-6,82). Por fim, entre
os grupos | e I, o alelo HLA-B*37 apresentou tendéncia a associacao com 0 grupo
Il (p=0,03; OR=0,12; 0,014-0,093). Ap6s a aplicacdo da correcao de Bonferroni,
apenas o alelo HLA-Cw*06 permaneceu com significancia estatistica e associado

ao grupo Il
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Assim, é possivel sugerir que o alelo HLA-B*57 parece ser um marcador de
doenca mais branda, enquanto os alelos -B*37, -Cw*06, -Cw*12 e -DRB1*07
podem estar associados ao curso mais grave da psoriase.

Alelos HLA

® Controle
m Gl

Grafico 2: Frequéncias alélicas dos HLA classe | e Il do grupo | (Gl) e grupo-controle de individuos

sadios.

Alelos HLA
I

DRB1*07
I

DRB1*04 ‘-

Cw*12
V12— = Control
|

Cw*06
*37 !

B*13

Grafico 3: Frequéncias alélicas dos HLA classe | e Il do grupo Il (Gll) e grupo-controle de

individuos sadios.
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4.3 - HLA e psoriase linear

A psoriase congénita € muito rara. A forma nevéide é descrita, ndo
associada a outras lesdes de psoriase. No grupo estudado, dois pacientes
apresentaram lesdes lineares no membro inferior, de aspecto psoriasiforme, desde
as primeiras semanas de vida. O diagnostico de psoriase linear foi confirmado
pelo exame histopatoldgico. Na pré-adolescéncia, desenvolveram psoriase vulgar
classica, com boa resposta ao tratamento, voltando a manter apenas psoriase
linear. Os haplétipos HLA de classe | destes dois pacientes foram: HLA-A*02;
B*08 B*35; Cw*07 Cw*12 e HLA-A*03 A*01; B*58 B*27; Cw*07 Cw*02.

4.4 - Regiao promotora do TNF-a (SNPs -238 e -308)
As principais caracteristicas clinicas dos pacientes foram agrupadas
conforme o genétipo do TNF-a -238 e -308, como mostra a tabela 18.

Tabela 18: Caracteristicas clinicas dos pacientes de acordo com o gendtipo do

TNF-a -238 e -308 e frequéncia (%) do evento em cada grupo.

TNF-a -238 TNF-a -308

GG GA GG GA TOTAL

N (%) N (%) N (%) N (%)
Idade (média, anos) 13,0 17,9 13,5 23,1 15,1
Mulheres 32 (66,7) 16 (76,2) 40 (70,2) 8 (66,7) 48 (69,5)
Homens 16 (33,3) 5 (23,8) 17 (29,8) 4 (33,3) 21 (30,5)
PV 38 (79,2) 18 (85,7) 45 (79,0) 11(91,7) 56 (81,1)
PG 10 (20,8) 3(14,3) 12 (21,0) 1(8,3) 13 (18,9)
AP B 0 2 3 5(7,2)
Eritrodermia 3 0 3 0 3(4,3)
Anti-TNF 6 0 6 0 6 (8,6)
AF+ 18 (37,5) 12 (57,2) 27 (47,3) 4 (33,3) 31 (45,0)
AF- 30 (62,5) 9 (42,8) 30 (52,7) 8 (66,7) 38 (55,0)
Gl 21 (43,8) 15 (71,5) 29 (50,9) 7 (58,4) 36 (52,2)
Gl 27 (56,2) 6 (28,5) 28 (49,1) 5 (41,6) 33 (47,8)
TOTAL 48 21 57 12 69

N: nimero de individuos; PV: psoriase vulgar; PG: psoriase gutata; AP: artrite psoriasica; Anti-TNF: uso de terapia anti-
TNF; AF+: antecedente familiar presente; AF-: antecedente familiar ausente; Gl: grupo | de boa evolugéo clinica; Gll: grupo
Il de evolugao clinica desfavoravel.
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As frequéncias dos alelos G e A das regides promotoras do TNF -238 e -
308 e também dos gendtipos GG, GA e AA foram calculadas (tabela 19 e graficos
4 eb5).

Tabela 19: Distribuicdo dos alelos G e A e frequéncias dos genétipos GG e GA
dos SNPs do TNFa -238 e -308 dos pacientes com psoriase e grupo-controle de

individuos sadios.

Controles Psoriase P
N=70 N=69

TNF-a -238 n (%) n (%)
Genétipo
GG 51 (72.8) 48 (69.5) ns
GA 19 (27.2) 21 (30.5) ns
AA 00 (0.0) 00 (0.0) ns
Alelos
G 121 (86.4) 117 (84.8) ns
A 19 (13.6) 21 (15.2) ns
TNF-a -308
Genotipo
GG 53 (75.7) 57 (82.6) ns
GA 17 (24.3) 12 (17.4) ns
AA 00 (0.0) 00 (0.0) ns
Alelos
G 123 (87.8) 126 (91.3) ns
A 17 (12.2) 12 (8.7) ns

N: numero de individuos; n: soma de cada alelo tipificado; p: valor de p; ns: ndo significante.
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Genoétipos
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Grafico 4: Frequéncias dos gendtipos dos SNPs -238 do TNF-a do grupo total de pacientes com

psoriase e grupo-controle de individuos sadios.
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Genotipos
TNF- a-308

Grafico 5: Frequéncias dos gendtipos dos SNPs -308 do TNF-a do grupo total de pacientes com

psoriase e grupo-controle de individuos sadios.

As frequéncias alélicas e genotipicas dos pacientes e dos individuos sadios
do grupo-controle foram avaliadas através do Odds Ratio (tabela 20).
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Tabela 20: Distribuicao das frequéncias alélicas e genotipicas dos SNPs do TNF-a
-238 e -308, entre grupo | (Gl) e Il (Gll) e significancia estatistica.

Gl Gll p OR IC 95%
N=36 N=33
n (%) n (%)
Genoétipo TNFa -238
GG 21 (58,3) 27 (81,8) 0,04 3,21 1,06 - 9,71
GA 15 (41,7) 06 (18,2) ns
AA 00 (0,0) 00 (0,0)
Alelos
G 57 (79,2) 60 (90,9) 0,06 2,63 0,95 - 7,25
A 15 (20,8) 06 (9,1) ns
Genoétipo TNFa -308
GG 29 (80,5) 28 (84,8) ns
GA 07 (19,5) 05 (15,2)
AA 00 (0,0) 00 (0,0)
Alelos
G 65 (90,3) 61 (92,4) ns
A 07 (9,7) 05 (7,6)

N: ndmero de individuos; n: soma de um alelo especifico; p: valor de p; OR: Odds Ratio; IC 95%: intervalo de confianga de
95%; ns: nao significante.

Nao se observou diferenca estatistica entre o grupo de pacientes e grupo-
controle de individuos sadios neste estudo. Considerando o genétipo TNF-a -238
G/G, houve diferenca com significancia estatistica entre os grupos Gl e Gli
(p=0,04; OR=3,21; 1C95%=1,06-9,71). Aparentemente, a presenc¢a do alelo G no
locus da regidao promotora do TNF-a -238 estad associado a pior progndstico da

doenca.

4.5 - Reconstrucao do haplétipo estendido TNF-a -238/-308

Os métodos ELB e PHASE estimaram a composi¢cdo do alelo TNF-a de
cada amostra com média de probabilidade de 0,975 e 0,974, respectivamente.
Dos 139 individuos submetidos a reconstrucao computacional, apenas 6,5% nao
tiveram sua constituicdo de haplétipo mais provavel reconstituida com
probabibilidade maior de 99%. Apenas seis (4,3%) individuos tiveram seu mais
provavel haplétipo inferido com probabilidade de menos de 80%. Afora isso, todas
as amostras tiveram a mesma combinacao de haplétipos determinada por ambos
os métodos, ELB e PHASE, o que demonstra que estes sdo métodos de alta
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precisao para estimativa de reconstrucdo haplétipica. As relacdes dos haplotipos
dos pacientes e grupo-controle de individuos sadios estdo nas tabelas 28 e 29
(apéndice 3).

Abaixo relacionadas na tabela 21 estdo as frequéncias dos haplétipos do
TNF -238 e -308 reconstruidos computacionalmente. Nao houve significancia
estatistica ao se compararem os grupos Gl, Gll e grupo total de pacientes com o
grupo-controle de individuos sadios.

Tabela 21: Distribuicdo dos haplétipos TNF-a -238 e -308 e frequéncias
haplotipicas (%) entre grupo total, grupo | (Gl) e Il (Gll) de pacientes e grupo-
controle de individuos sadios.

Psoriase Controles
N=69 N=70
Haplétipos 2n=138 (%) 2n=140 (%) p
-238A-308A 0(0,0) 3(2,1) ns
-238A-308G 21 (15,2) 16 (11,4) ns
-238G-308A 12 (08,7) 14 (10,0) ns
-238G-308G 105 (76,1) 107 (76,4) ns
Gl
N=36

2n=72 (%)
-238A-308A 0(0,0) 3(2,1) ns
-238A-308G 15 (20,8) 16 (11,4) ns
-238G-308A 7(9,7) 14 (10,0) ns
-238G-308G 50 (69,4) 107 (76,4) ns

Gll
N=33

2n=66 (%)
-238A-308A 0(0,0) 3(2,1) ns
-238A-308G 6(9,1) 16 (11,4) ns
-238G-308A 5(7,6) 14 (10,0) ns
-238G-308G 55 (83,3) 107 (76,4) ns

Gl Gll
N=36 N=33

2n=72 (%) 2n=66 (%)
-238A-308A 0(0,0) 0(0,0) ns
-238A-308G 15 (20,8) 6 (9,1) ns
-238G-308A 7(9,7) 5 (7,6) ns
-238G-308G 50 (69,4) 55 (83,3) ns

N: nimero de individuos; 2n: soma de um alelo especifico multiplicado por dois; p: valor de p; ns: ndo significante.
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Ao se comparar o grupo | com o grupo-controle de individuos sadios,
observa-se uma tendéncia de associacao do haplétipo TNF-a -238A-308G com o
grupo | (p=0,09; OR=2.03; 1C95%=0,94-4,41). Do mesmo modo, ao se comparar o
grupo | com o grupo I, encontra-se uma tendéncia de associagdo deste haplotipo
com o grupo de doencga leve (p=0,06; OR=2,63; 1C95%=0,95-7,25).
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5 — DISCUSSAO
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A psoriase é doenca inflamatéria crénica que nao se limita a pele e as
articulagdes, interfere na qualidade de vida e associa-se a varias comorbidades. E
influenciada por fatores desencadeantes ambientais, como infecgbes, traumas
cutaneos e desordens emocionais, mas a susceptibilidade genética é a base para
o desenvolvimento da doenca. Apesar da complexidade do componente genético,
h& métodos para a identificacdo de genes associados a esta susceptibilidade. O
sistema HLA estéd essencialmente envolvido na sua patogénese (111) e o TNF-a é
uma das citocinas determinantes para a ocorréncia das lesées (3), o que justifica o
estudo destes genes relacionados.

5.1 - Individuos participantes da pesquisa

A populagao brasileira é considerada mista, resultante da mistura de vérias
racas, principalmente caucasoéides descendentes, africanos descendentes e
amerindios. A cor da pele ndo € bom indicador de ancestralidade (174, 175).
Mesmo individuos com fenétipo caucasdide podem ter genes ancestrais de outras
racas. Um estudo do Rio Grande do Sul caracterizou a ancestralidade de
amostras de individuos de fendtipo tipicamente caucaséide daquele estado.
Observaram individuos com marcadores genéticos de amerindios em 36% e
africanos em 16% (176).

Questiona-se se populacbes mistas sdo adequadas para estudos
imunogenéticos, mas é necessario admitir que ao longo do tempo uma identidade
genética define-se e precisa ser estudada, caracterizada e divulgada, para melhor
compreensao da relacdo entre marcadores genéticos e doencas nas diferentes

populacoes.

5.2 - Manifestacoes clinicas da psoriase e evolucao da doenca

Neste estudo, a média de idade de aparecimento dos sintomas foi em torno
de 15 anos, consistente com os dados publicados. Henseler e Christophers (13)
relataram uma distribuicdo bimodal da idade de aparecimento da doenca: um pico
entre 16 e 22 anos e outro entre 57 e 60 anos. Lamholt apud Griffiths et al. (8),
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sobre a ocorréncia da doenca em Faroe lIsland, notou média de idade de
aparecimento da doenca de 12,5 anos. Em contraste, analises de povos asiaticos
mostram média de 36 anos (177). Ja o estudo americano de Farber e Nall (9), com
5.600 pacientes, encontrou média de idade aproximada de 28 anos; destes 10%
com aparecimento antes de 10 anos, 35% antes de 20 anos e 58% antes de 30
anos. Nas populag¢des em que a prevaléncia da doencga é alta, nota-se que a idade
de surgimento € menor. Todos os estudos demonstram que o0s casos de
aparecimento de psoriase em idade precoce tendem a curso mais grave.

Houve numero maior de mulheres (69,5%) neste grupo, embora a
prevaléncia da doenca seja igual em ambos 0s sexos, segundo a literatura. A
psoriase tem um grande impacto na qualidade de vida e afeta a socializagao para
homens e mulheres igualmente (178), mas, no presente estudo, doencga grave foi
mais frequente nos pacientes masculinos. Em véarias doengas, a associagao entre
manifestacédo clinica e HLA é diferente entre os sexos. Por exemplo, um estudo
com criangas com espondilite anquilosante mostrou que 80% dos homens e
apenas 20% das mulheres apresentavam o alelo HLA-B27 e a doenca era mais
grave nos homens (179). Em pacientes com uveite anterior aguda, HLA-B27 foi
associado com sintomas sistémicos de doenca reumatolégica mais frequente e
precocemente em homens do que em mulheres (180). Estudo brasileiro com
artrite psoriatica mostrou a predominancia do sexo masculino, em 59,8% dos
casos, auséncia do HLA-B27 em 79,4%, mas o subgrupo de homens com
espondilite mostrou-se associado com HLA-B27 (181).

Nao houve diferenga na frequéncia de HLA-Cw*06 ou outro alelo HLA entre
homens e mulheres neste estudo, mas houve uma tendéncia a associacao do
genotipo TNF-a -238 G/A, mais frequente no grupo feminino e mais relacionado a
doenca branda. Interacdo entre sexo e imunogenética pode influenciar a
susceptibilidade a psoriase e outras doencgas, devido as diferencas hormonais ou
cromossbémicas, 0 que nao é esclarecido.

A psoriase vulgar foi encontrada em aproximadamente 81% dos casos,
consistente com a literatura. Psoriase gutata foi mais observada no grupo de
evolugdo desfavoravel, sendo que esta forma € classicamente associada as
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infecgdes bacterianas e é considerada benigna e autolimitada. No grupo estudado,
11 dos 13 pacientes com a forma gutata apresentaram evolucado para placas
cronicas extensas, sendo que um caso desenvolveu eritrodermia e dois
necessitaram de tratamento anti-TNF para controle das lesdes.

O acometimento renal na psoriase €é raro. Ha descricbes de
glomerulonefrite  po6s-estreptocdcica, glomerulonefrite  mesangiocapilar e
amiloidose renal (62, 63). Uma paciente de 60 anos, dislipidémica e diabética, com
psoriase eritrodérmica sem resposta a outros tratamentos, iniciou uso de
etanercept. Logo ap6s o inicio da terapia anti-TNF, evoluiu com proteindria
nefrética, que regrediu com a retirada da droga. O exame histopatolégico do rim
mostrou glomerulonefrite mesangioproliferativa. Pode-se caracterizar mais uma
descricdo da nefropatia psoriatica®. Ndo ha referéncias sobre o fato do etanercept
piorar a fungéo renal destes pacientes.

Observa-se que, entre 0s pacientes que iniciaram a doenca até dez anos de
idade, a maioria faz parte do grupo |, enquanto a maior parte do grupo Il iniciou a
doenca na adolescéncia. Sob este aspecto tém importancia os fatores
desencadeantes. No grupo Il, 72,7% dos casos apresentaram fatores
desencadeantes, principalmente relacionados aos eventos estressantes (exames,
acidentes, desagregacao familiar, atentados sexuais e morte), contra 55,5% do
grupo |.

Foram observados casos familiares em 45% dos pacientes estudados,
enquanto a literatura refere-se a 30% aproximadamente. Maior associagao familiar
foi encontrada no grupo de pior prognéstico (57,6%).

Recorréncia € a regra na psoriase. Desde as citacbes de Hebra apud
Griffiths et al. (8) até os dias atuais, & imprevisivel o tempo livre de doenca. As
analises de Farber e Nall (9), apontam remissdes de um a 54 anos, mesmo sem
tratamento, em 39% dos pacientes estudados. Remissdes persistentes podem ser

obtidas através de terapias prolongadas.

? Caso clinico do Ambulatério de Psoriase da Disciplina de Dermatologia, Faculdade de Ciéncias
Médicas, UNICAMP; em vias de publicagéo.
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Neste estudo, dentro do grupo I, houve 16 casos (23,1%) de remissao apos
o tratamento topico.

5.3 - Psoriase Linear

Esta forma é rara, assim como descricoes isoladas de psoriase verdadeira
distribuida em faixas lineares ou nas linhas de Blaschko (182, 183).

Psoriase em desenho linear pode ocorrer através de fenébmeno de Koebner
e a forma nevodide tem sido descrita. Entre os diagnésticos diferenciais incluem-se
invasdo de um nevo epidérmico por psoriase através de fendmeno isomorfico e o
préprio nevo inflamatério (NEVIL de nevo epidérmico verrucoso inflamatério linear)
(182, 184).

Ha varias descricbes de pacientes com lesdo psoriatica linear desde os
primeiros dias de vida que desenvolvem psoriase vulgar classica, respondem ao
tratamento, voltando a apresentar lesdo neviforme. Também ha casos de psoriase
linear que se dissemina seguindo linhas de Blaschko (183).

Um estudo de 23 casos revelou predominio de distribuicdo unilateral, nas
pernas, coxas e gluteos, aparecimento até os seis meses de vida, e predominio no
sexo masculino em 16 pacientes (185). Ambos os casos deste trabalho
apresentavam lesdes nos membros inferiores e tiveram outras lesdes psoriaticas
que responderam ao tratamento, enquanto a lesdo nevodide persistiu e pouco se
modificou apesar das varias modalidades terapéuticas empregadas, quais sejam
corticdides tdpicos, oclusivo e intra-lesional, calcipotriol, coaltar, tretinoina e
crioterapia.

Nenhum dos pacientes eram portadores dos HLAs associados a doenca de
aparecimento precoce como -B*13 e -Cw*06. Mosaicismo genético visualizado
pelas linhas de Blaschko é um conceito bem estabelecido, em que certo grupo de
células reagem diferentemente das demais, por anormalidades cromossémicas
(186). Sendo assim, a presenca de psoriase linear desde 0 nascimento ndo
parece ter necessariamente associacdo com os alelos HLA do individuo, mas

pode estar mais relacionado a fen6menos cromossdmicos localizados. Nao ha
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dados na literatura até o momento que mostrem uma relacéao entre psoriase linear

ou psoriase congénita e alelos HLA de classe | (160).

5.4 - Alelos HLA classel e ll

Em 1980, o HLA Cw*06 foi reconhecido como o alelo mais relacionado a
psoriase (187) e, desde entdo, estudos em diferentes populacbes mostram
associacdes com HLA. Brenner (188) descreveu a relacdo entre psoriase com
HLA-B13, B17, B37 e Cwe6. Elder et al. (111) relacionaram os antigenos de classe
I HLA-A1, -A2, -B13, -B37, -B39, -B57, -Cw6, -Cw7, e os antigenos de classe |l
HLA-DR7, -DR10, -DQ9, com a psoriase.

A associacdo é mais intensa com alelos HLA classe |, embora haja
descricdo da contribuicdo dos alelos de classe Il, como HLA-DRB1*0701 e -
DRB1*1401, em grupo de 76 pacientes taiwaneses (189) e -DRB1*0102 e -
DRB3*02, em estudo brasileiro com 60 casos, além de uma associacdo negativa
com -DRB4*01 e -DRB1*1302 (190).

No presente estudo, os alelos que apresentaram tendéncia de associacao
com psoriase na populagdo estudada foram: HLA-B*13, -B*37, -B*39, -Cw*06, -
Cw*12, DRB1*07 e DRB1*11, sendo que apenas o -Cw*06 e -Cw*12 mantiveram
diferenga com significancia estatistica dos individuos normais ap6s a corre¢do do
valor de p. Quanto as formas de apresentacdo clinica da doenca, o alelo HLA-
Cw*06 esteve presente em 61,5% dos pacientes com psoriase gutata e em 50%
com psoriase vulgar, sendo que os trés casos desencadeados por infeccdes
apresentavam este alelo, dois deles evoluiram com placas crbnicas € um com
remissao da doenca. Um estudo psoriase gutata, apos infecgdes estreptocdccicas
de vias aéreas, mostrou 100% de associagcdo com HLA-Cw*06 (191). Evidéncias
mostram que ocorre reagdo cruzada entre os antigenos do estreptococo e
elementos da epiderme que se ligam preferencialmente a fenda de ligacdo de
antigeno HLA-Cw*06 (192). Isto pode explicar a alta frequéncia deste alelo nesta

forma clinica.
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O HLA-Cw*06 é associado a artrite psoriatica, assim como os alelos HLA-
B*27, -B*38 e -B*39 (193), sendo o -B*27 mais ligado a forma axial da doenga
(180). Estes alelos tém associacao com a doenca, independente do HLA-Cw*06.

Dois casos que evoluiram com artrite psoriatica ao longo do seguimento
apresentaram os alelos HLA-B*27, embora ndo tenham desenvolvido espondilite,
mas oligoartrite assimétrica. Na artrite psoriatica, os casos familiares ndo séo
comuns como na psoriase cutadnea. Foi reportado associagcdo com um Jlocus de
susceptibilidade no cromossomo 16q (194). Maior prevaléncia de artrite é vista em
pacientes psoriaticos portadores do virus HIV (195), da hepatite C (196) e na
presenca de antigenos bacterianos (197).

O acometimento ungueal pela psoriase, que ocorreu em 58% dos
pacientes, mostrou frequéncia maior dos alelos HLA-B*13, -B*37, -B*39, -
Cw*06 e -Cw*12, sendo que -Cw*06 foi encontrado em 50% dos casos.

Lesbes mucosas foram observadas em 12 pacientes, cinco (41,6%) com
HLA-Cw*06. Ha associacdo entre psoriase e lingua geografica, entidades com
aspectos histologicos semelhantes e maior incidéncia do alelo HLA-Cw*06 (49).
Nao houve associacdes especificas entre as varias manifestagdes clinicas da
psoriase e os alelos HLA.

Observou-se que o alelo HLA-Cw*12 representou risco genético para a
psoriase e foi mais prevalente no grupo de pacientes com inicio precoce da
doenca. Nao ha na literatura consultada até o momento este registro. Informacgdes
como esta poderiam ser Uteis no acompanhamento destes pacientes que
desenvolvem a doenca com pouca idade.

Eritrodermia foi observada em trés pacientes, sendo que dois apresentaram
o alelo HLA-Cw*06. Nao houve casos de psoriase pustulosa nesta amostra, mas
existe forte correlacdo com HLA-B*27 (199) e poliartrite € comum nesta forma de
psoriase.

Quanto a evolucdo e prognéstico, o presente estudo sugere que o alelo
HLA-B*57 esta associado a doenca branda, enquanto os alelos HLA-B*13; -B*37, -
Cw*06, -Cw*12 e -DRB1*07 estao relacionados a doenca mais grave, com

destaque para -Cw*06 e -Cw*12 que apresentaram significAncia estatistica, o que
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também foi encontrado em outros trabalhos brasileiros (135, 159). Ao se comparar
o grupo | com o grupo Il, o alelo HLA-B*37 foi mais frequente no segundo grupo e
€ possivel interpreta-lo como um fator de mau progndstico.

Analisando a dificuldade de tratamento sistémico de alguns pacientes do
grupo Il que ndo responderam ao metotrexate, acitretina e PUVA, foi introduzido
etanercept, uma terapia biol6gica anti-TNF-a. Ao todo, foram seis casos, sendo
que 66,6% apresentavam HLA-Cw*06 e -Cw*12.

Na populagdo brasileira, ha poucos estudos de associacdo. Nao se
encontrou associacao entre psoriase do tipo Il (inicio apés 40 anos) e HLA classe
l.

Os alelos HLA de classe || HLA-DRB1*11 e -DRB1*07 foram relacionados
ao risco de desenvolver a doenca, enquanto o alelo HLA-DRB1*04 teve tendéncia
a uma associagao negativa, podendo conferir protecao.

O PSORSH1 ¢ identificado consistentemente em varios estudos como o
principal fator de susceptibilidade a psoriase (106, 200). Esta localizado no MHC
(6p21.3), que contém genes HLA e mais 200 outros. O HLA-Cw*06, e outros
alelos que estao em desequilibrio de ligacdo como o HLA-B*13, representam um
alto risco relativo para psoriase. Seu papel é importante na patogénese da
doenca, pois O HLA-C apresenta antigenos aos linfécitos CD8+, que estdao em
namero aumentado na lesdo psoriatica. Em populacbes asiaticas, outros alelos
mostraram-se importantes, como HLA-CwO01 e -B46 (201).

Estudos sugerem que o PSORS1 reside telomérico ao HLA-B entretanto,
nao se pode afirmar que € o HLA-C. A identificacdo do gene causador neste locus
€ dificultada pelo desequilibrio de ligacdo extenso, entretanto as evidéncias
sugerem um evento préximo ou dentro do HLA-C como o fator de susceptibilidade
a psoriase (106). Dez genes encontram-se no intervalo em questédo e alguns estao
relacionados a psoriase, mas o0s estudos ndao mostraram uma associacao
independente do HLA-C.

Uma revisdo sobre os alelos HLA encontrados em diversas populacdes
mostra que os alelos mais reportados, independente da populacdo estudada,
foram Cw*0602 e DRB1*0701, o que é consistente com o encontrado em nossa
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analise. Por outro lado, alelos com efeito protetivo ndo sdo muito reportados e
diferem nas diversas populagdes (202) (anexo 1).

Um trabalho do nosso grupo, por técnica soroldgica, encontrou frequéncia
aumentada com significaAncia estatistica dos antigenos HLA-A1, -A2, -B13, -B35, -
B57, -Cw6, -Cw7, -DR7 e -DQ5, associados a doenca de inicio precoce (203).
Baseado na observacdo de que varios pacientes evoluiram com remissao
espontanea, comparados com outros que progrediram para doenga crénica, surgiu
a idéia de investigar marcadores imunogenéticos envolvidos com a evolucao e
prognéstico. Assim, um estudo com 31 criancas que desenvolveram psoriase até
18 anos e tiveram um periodo longo de seguimento foi elaborado. Observou-se
boa evolugdo, quando comparados pacientes e controles, associada aos alelos
HLA-B*13, -B*39, -B*55, -Cw*06 e -Cw*12, enquanto a evolucao desfavoravel foi
relacionada aos alelos HLA-B*13, -B*37, -Cw*06, -Cw*12. Ao se compararem 0s
dois grupos, o alelo -B*37 destacou-se como um marcador de mau progndstico
(159).

5.5 - SNPs do TNF-a -238 e -308

Considerando as diferencas clinicas, a média de idade para o inicio da
doenca foi mais alta para os pacientes com gendtipo -308 G/A, em torno de 23
anos. Os casos de artrite foram associados ao gendtipo -308 G/A (trés de cinco
casos), o que é descrito, e todos apresentaram -238 G/G. A maior parte dos casos
de psoriase gutata foi relacionada ao gendétipo -238 G/G e -308 G/G. Todos os
pacientes que evoluiram com eritrodermia, assim como 0s que necessitaram de
terapia anti-TNF, apresentaram genétipos -238 G/G e -308 G/G. As associagdes
com formas graves da doenca foram com o alelo G e ndao se observou a
associagao do gendétipo -308 G/A com o grupo |, sendo que a literatuta atribui um
efeito protetivo a este marcador.

Nao se observou significancia estatistica nas diferengas entre o grupo total
de pacientes com psoriase e grupo-controle de individuos sadios neste estudo
considerando alelos, genétipos e haplétipos da regidao promotora do TNF-a -238 e
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-308. Assim, este nao parece ser um fator de risco mais importante do que o ja
estabelecido HLA-Cw*06 na populagao estudada.

Entretanto, este estudo apontou uma alta frequéncia do genétipo TNF-a -
238 G/G, assim como do alelo -238 G, no grupo com doenga mais grave. O
contrario é verdadeiro e pode-se afirmar que o gendétipo -238 G/A, assim como o
alelo -238 A, estdo em frequéncia maior no grupo de doenca mais branda. No
estudo dos haplétipos, esta mesma tendéncia foi observada com o haplétipo -
238A-308G, encontrado em frequéncia reduzida no grupo de pior evolucgéao,
revelando um efeito protetor.

Polimorfismos na regidao promotora de TNF-a afetam a producdo desta
citocina, embora sua consequéncia funcional seja controversa. A secrecao de
TNF-a é principalmente regulada pelo nivel transcricional e existem diferengas
inter-individuais neste processo geneticamente determinadas, que tém sido
relacionadas com haplétipos HLA-DR e polimorfismos na regido promotora do
TNF-a (204).

Estudo da populacédo polonesa com 166 pacientes com psoriase vulgar e
65 controles demonstrou a associacao com o polimorfismo da regido promotora -
238 G/A nos pacientes com inicio da doencga antes de 40 anos e concluiu que este
achado contribui ndo sé para predisposicdo, mas para o fenotipo da doenca. O
alelo -308A estava diminuido em relacao aos controles (205). Entretanto, em outra
publicacdo sobre esta populacdo, o polimorfismo da regido -308 nao foi
significativamente associado a psoriase (206). No presente estudo, o gendtipo -
238 A/G esteve relacionado a doenga mais branda, o que pode significar influéncia
sobre o fendtipo.

Uma meta-analise avaliou publicacdes de estudo caso-controle, somando
997 pacientes com psoriase e 943 controles que foram estudados para o
polimorfismo TNF-238 G/A e 1.156 pacientes e 1.083 controles que foram
estudados para o polimorfismo -308 G/A. Concluiu que existe risco
significativamente aumentado para o gendtipo -238 G/A e A/A para o
desenvolvimento de psoriase, enquanto o gendtipo -308 G/A e A/A esta

relacionado a risco diminuido (207).
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O grupo alemao defende que o alelo TNF-a -238*A é associado a psoriase
vulgar na populagéo caucasiana, enquanto o -308*A pode ter um efeito protetor
estando associado a doenca mais leve. Ja na artrite psoriatica, o alelo TNF-a -
308*A esta diminuido e, quando presente, é associado a doenga mais grave (208).

Os resultados deste trabalho nao correspondem ao que € descrito para a
populacdo caucasiana, considerando que a populacao brasileira é mista e que
esta é a primeira consideracao sobre os SNPs do TNF-a na psoriase nesta
amostra. Este achado pode estar relacionado a descendéncia dos amerindios,
aproximando os nosso resultados aos da populacao asiatica. Para comparar, um
estudo de meta-analise de 21 trabalhos concluiu que o polimorfismo -308 A/G
pode conferir susceptibilidade ao lupus eritematoso sistémico em europeus, mas
nao em asiaticos ou africanos (209).

Outro trabalho do nosso grupo, seguindo a tendéncia de se estudarem
outros genes ligados ao MHC com participacdo na patogénese da psoriase,
mostrou a associacao de alelos e haplétipos do HLA classe | e polimorfismos dos
microssatélites do TNF-a. Os resultados sugerem risco aumentado para a doenca
de surgimento até 40 anos para os haplétipos HLA-B*13 Cw*06, HLA-B*57 Cw*06
e HLA-B*39 Cw*12. O haplétipo TNFa2 b1 c2 d4 e1 mostrou frequéncia diminuida
com significancia estatistica nos pacientes com psoriase (135). De acordo com a
idade de inicio da doencga e evolucao clinica, foi possivel identificar um haplétipo
estendido, HLA B*57 Cw*06 TNFa2b5c2d4e3 (AH57.1) em pacientes com inicio
da doenca antes dos 40 anos e com tendéncia a evolucdo clinica desfavoravel
(210). Estas associacdes sugerem risco genético para psoriase em pacientes
brasileiros.

Os polimorfismos -238G/A e -308G/A influenciam a transcricdo do gene
TNF-a e tém sido implicados como fatores de risco genético para psoriase,
embora os estudos sejam conflitantes. Estes dados devem ser avaliados nas
diferentes etnias e podem ser utilizados como biomarcadores para estimativa de
risco na psoriase (207).
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5.6 - Biomarcadores, aplicacao para os alelos HLA e SNPs do TNF-a

Podem ser considerados biomarcadores citocinas, células do infiltrado
inflamatério, fatores transcricionais e de ativacao, SNPs, expressdo de HLA-DR,
entre outros. SAo marcadores para diagnostico, atividade da doenca, progndstico
e resposta ao tratamento (211).

O intuito de se estudarem particularidades genéticas da psoriase e de
outras doencas é encontrar aplicacdo pratica destes dados para melhorar a
abordagem do paciente. Polimorfismos dos genes HLA classe | e Il e dos SNPs do
TNF-a podem ser considerados biomarcadores para prognéstico ou resposta
terapéutica. As associagdes clinicas com o alelo HLA-Cw*06 permitem considera-
lo biomarcador destas caracteristicas, quais sejam, inicio precoce da doenca,
crises de erupcao gutata associada ao estreptococo, exacerbacado da doenca em
casos de infeccoes de vias aéreas e melhor resposta a radiacao ultravioleta.

Por exemplo, seria interessante determinar quais pacientes teriam chances
maiores de se beneficiar da terapia biolégica com inibidores do TNF-a. Este
tratamento é de alto custo e apresenta varios efeitos colaterais, principalmente a
imunossupressdo e o risco de tuberculose. E altamente eficaz na artrite
reumatoide, mas aproximadamente 30 a 40% dos pacientes nao tém boa resposta
ao tratamento.

Seitz et al. descreveram 54 pacientes com doenca reumatolégica (artrite
psoriatica, artrite reumatdide e espondilite anquilosante) em tratamento com
infliximab, e concluiram que os pacientes com genétipo TNF-a -308 G/G
apresentaram melhor resposta ao tratamento do que os gendétipos A/A e A/G
(212). Outra publicacdo de 59 pacientes com artrite reumatdide que foram
divididos em dois grupos (genétipo -308 AA/GA e GG) mostrou que 42% dos
pacientes do primeiro grupo evoluiram com melhora da doencga articular ap6s 22
semanas de infliximab contra 81% do segundo grupo, portanto inferindo que a
genotipagem da regido promotora pode sugerir se 0 paciente deve ter boa
resposta ao tratamento ou nao (213). Analise semelhante foi realizada com
etanercept em 86 pacientes com artrite reumatéide que foram avaliados quanto a
resposta da doenca articular. Os pacientes com genétipo G/G na regido promotora
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do TNF-a -308 mostraram mais de 80% de chance de boa resposta contra menos
de 50% com gendétipo G/A (214). O mesmo foi observado com adalimumab em
investigacado do Chile com 81 pacientes de artrite reumatoide (215).

Neste trabalho, todos os pacientes que nao responderam a outros
tratamentos sistémicos e necessitaram de terapia bioldgica apresentaram
genotipos -238 G/G e -308 G/G, e tiveram boa resposta, evoluindo com a
resolucao de mais de 90% das lesdes.

5.7 - Influéncia de fatores ambientais

Poucos fatores ambientais podem realmente desencadear psoriase,
enguanto a maioria deles pode exacerba-la ou modifica-la.

O fator de risco ambiental mais conhecido é a infeccao de vias aéreas
superiores, notadamente das amigdalas, por Streptococcus sp., que pode
desencadear a forma gutata (216) ou exacerbar a forma crénica de placas (217). A
primeira descricado de psoriase gutata e faringite foi em 1916 por Winfield apud
Gudjonsson e Elder (11) e desde entdo sucessivos estudos corroboram este
evento. Ja associacao de infeccdo estreptococica da pele e psoriase € pouco
reportada, embora admita-se que colonizagao pode influenciar a doenca.

Psoriase gutata é altamente associada ao HLA-Cw*06 (191). Foram
identificados epitopos da proteina M do estreptococo que é estruturalmente
homéloga as chamadas queratinas hiperproliferativas K16 e K17 e que se ligam
preferencialmente a fenda de ligagdo de antigeno do Cw6. O HLA-Cw*06
eficientemente apresenta peptideos derivados do estreptococo (proteina M), para
linfécitos T de meméria CD8+ da pele, e também peptideos proteina M-simile
derivados de K16 e K17. Baseado nestes achados, acredita-se que psoriase
gutata é provocada por uma reacao cruzada dos linfécitos T ativados por infeccao
estreptocdcica da amigdala, enquanto psoriase crénica em placas € mantida por
linfécitos T autorreativos que continuam a responder a peptideos de queratina
mesmo apods a infeccao estreptocdcica ser clareada (192).

Nao ha aumento da prevaléncia da doenca em pacientes com HIV, mas

este € um fator que pode estar relacionado a exacerbacdo, como um agente
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modificador (218). Com o avanco da imunodeficiéncia, o quadro fica mais grave e
tende a remissdo na sua fase terminal. Este fato é atribuido a perda da funcao
regulatéria das células CD4+ e o aumento da atividade de células CD8+ (219).

Varias drogas podem desencadear ou exacerbar a psoriase, como sais de
litio, antimalaricos, agentes beta-bloqueadores, anti-inflamatérios nao-hormonais,
inibidores da enzima conversora de angiotensina, genfibrozil, interferon a and y e
imiquimod, por mecanismos desconhecidos (11). A retirada da corticoterapia
sistémica constitui o principal fator para o agravamento do quadro clinico, podendo
levar a doenca a instabilidade e evoluir para eritrodermia ou pustulose
generalizada (220). Uma grande andlise caso-controle do Reino Unido avaliou
36.702 casos no momento do diagndstico de psoriase e concluiu que beta-
bloqueadores ou outros anti-hipertensivos nao estdo associados com 0 risco
aumentado da doencga (221), embora haja controvérsia sobre o assunto.

A influéncia dos hormdnios na psoriase nao € bem estabelecida, mas sabe-
se que puberdade e gravidez podem mudar o estado da doenca, em geral, para
melhor (222).

A radiacdo ultravioleta (UV) € um potente agente terapéutico comumente
utilizado para o tratamento de psoriase. Exposicdo a niveis elevados de radiacao
UV pode suprimir os linfécitos T da pele. Entretanto, exposicdo exagerada ao sol
pode exacerbar a doenga em uma minoria de pacientes por fenédmeno isomorfico
ou fotossensibilidade (223).

Estilo de vida e hébitos influenciam as manifestacbes da psoriase.
Obesidade nao é um desencadeante mas estd associada a doenca mais grave. A
perda de peso facilita o controle da doenca, o que foi observado em pacientes
psoridticos obesos submetidos a cirurgia de bypass (224, 225).

A dieta pode ter um papel modificador na doenca. Acidos graxos poli-
insaturados, gluten e alcool podem levar a exacerbagcdo (226). Um estudo
demonstrou melhora das lesdes com uma dieta de baixa caloria em quatro
semanas (227). Acredita-se que mudancgas nos niveis de horménios metabdlicos
como grelina e leptina podem induzir esta melhora, devido ao seu potencial de
liberar mediadores pro-inflamatérios como TNF-a (228).
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Acidos graxos poli-insaturados tém sido associados a varias doencas
inflamatérias e autoimunes devido ao aumento da produgédo de eicosandides do
acido araquiddnico (AA), mas os estudos sobre dietas baseadas neste principio
sao inconsistentes. Dietas hipocaléricas levam a melhora dos sintomas da
psoriase vulgar, embora ndo se conhega 0 mecanismo responsavel por esse
efeito (229). Acredita-se que a diminuicao do &cido araquiddnico resulta em menor
producdo de eicosandides inflamatérios. Durante o jejum, ocorre aumento da
participacao da IL-4, anti-inflamatéria, e reducdo do estresse oxidativo (230).
Assim, dieta vegetariana ou a substituicdo dos AA por outros acidos graxos como
o eicosapentaendico (EPA), que usam a mesma via enzimatica de metabolizagéo,
podem ser utilizados como recurso terapéutico adjuvante (231).

Pacientes com psoriase tém frequéncia maior de anticorpos contra a
gliadina (AGA), presente no gluten. Em 302 pacientes estudados, anticorpo
antigliadina foi encontrado em 16%, com IgA aumentado e IgG ndo aumentado
(232). Evidéncias mostram que dieta livre de gluten pode ser benéfica para
aqueles pacientes que tém niveis elevados deste anticorpo, apesar das
controvérsias sobre o assunto (233).

O estresse oxidativo e aumento dos radicais livres relacionam-se com a
inflamacéo da pele e os pacientes com psoriase apresentam estado anti-oxidante
prejudicado, com baixos niveis de B-caroteno, a-tocoferol e selénio. O selénio
apresenta propriedades imunomoduladoras e antiproliferativas e seu baixo nivel
pode ser decorrente da baixa ingesta ou da excessiva descamacéao da pele e pode
ser fator para desenvolvimento ou agravamento da psoriase (234). O calcitriol
exerce efeito antiproliferativo e pro-diferenciativo e deve-se considerar a
suplementacao oral de vitamina D em certos casos (235).

Eventos estressantes agudos, como exames, acidente, atentados sexuais e
morte, entre outros, estdo frequentemente associados ao desencadeamento e
exacerbacado da doenca. Aproximadamente 40% dos pacientes referem piora em
torno de um més do evento e individuos que vivem em situacdes de alto estresse

costumam ter doencga mais grave. Os mecanismos envolvidos sdo desconhecidos,
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mas acredita-se que que envolva o sistema de modulagdo neuroendécrina das
fungdes imunolégicas (11, 236, 237).

O alcool pode exacerbar a doenca pré-existente. Seu uso abusivo é uma
resposta ao estresse em consequéncia do quadro cutaneo e causa a redugao das
medidas terapéuticas, enquanto a abstinéncia pode contribuir para a remissao
(238).

O risco de psoriase para individuos submetidos ao estresse aumenta 20
vezes em individuos com HLA-Cw*06 comparado com o0s que nao tem este alelo,
segundo trabalho com populacao chinesa. Para fumantes com HLA-Cw*06, o risco
aumenta 11 vezes em relacdo aos nao fumantes sem HLA-Cw*06 (239). O
consumo de mais de 20 cigarros por dia esta associado ao risco duas vezes maior
de desenvolver doenca grave (240) e a suspensao do habito de fumar associa-se
com a melhora da psoriase pustulosa palmo-plantar (241).

Pode-se explicar a influéncia dos fatores ambientais no desencadeamento
ou agravo de doengcas como psoriase e vitiligo através da epigenética, que é o
estudo das diferengas nos fenotipos na auséncia de variagdo no codigo genético
(242). A pele é exposta a uma grande variedade de agentes ambientais e pode ser
alvo de varias doencas autoimunes dependendo das influéncias génicas e fatores
exégenos (243).

O mecanismo epigenético mais comum é a metilagdo, que ocorre na base
de alguns genes e impede sua ligacdo. Mais de 70% dos genes de um individuo
podem ser ativados ou desativados desta forma. Por exemplo, a azacitidina, droga
capaz de desbloquear um gene silenciado pelo processo de metilacao, é atil no
tratamento de sindromes mielodisplasicas e leucemia (244). No caso dos
canceres de pele, a metilacdo anormal dos genes promotores da supressao
tumoral esta relacionada a sua inativagdo transcricional. Os agentes
carcinogénicos ambientais como radiacdo UV e arsénico podem agir através de
mecanismos epigenéticos (242). Outro exemplo pode ser considerada a acao do
calcipotriol, usado no tratamento tépico da psoriase e capaz de inibir a proliferacao
dos queratindcitos, através da diminuicao da expressao de dois genes de fatores
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de proliferacdo: EGR1 (do inglés early growth response-1 e PLK2 (do inglés polo-
like kinase-2) (245).

Estes mecanismos sdo essenciais para o0 desenvolvimento e
funcionamento normal do sistema imune. Entretanto, uma falha na manutencao da
homeostase epigenética devido a fatores ambientais pode levar a expressao
aberrante de genes e disfuncdo imunoldgica (243). Hipometilacdo é associada a
doencas autoimunes, como ldpus eritematoso sistémico, lUpus subagudo e
esclerodermia. Isto pode ocorrer devido a reatividade cruzada com DNA
hipometilado de bactérias (242).

Modificagbes quimicas nas histonas ou no DNA, que alteram a estrutura
da cromatina sem mudar a sequéncia de nucleotideos, tém efeito na expressao
dos genes. Se a cromatina esta condensada, os fatores de transcricao nao tém
acesso ao DNA e os genes permanecem inativos, ao contrario do estado de
relaxamento, em que os genes podem ser ativados na medida da necessidade
(136).

Outro fenbmeno epigenético ocorre através de formas ativas de RNA
localizadas nos cromossomos, fora da sequéncia de DNA, que estdo envolvidas
em espécie de controle génico (136). Os microRNAs (miRNAs) e short interfering
RNAs (siRNAs) sdo classes de pequenas moléculas regulatérias de 18 a 24
nucleotideos que funcionam alterando a estabilidade ou eficiéncia do RNA
mensageiro, com quem compartiiham sequéncias semelhantes. Afetam
aproximadamente um terco de todos os genes humanos envolvidos em varios
tipos de canceres, desordens neuroldgicas, hipertrofia cardiaca e doencas da pele
como psoriase (246).
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5.8 - Interface entre fatores determinantes genéticos e desencadeantes
ambientais

Interacdes entre genes e ambiente sdo primordiais para o desenvolvimento
da doenca. Evitar os fatores ambientais relacionados pode diminuir a chance de
despertar a doenca ou diminuir a gravidade da manifestacdo clinica,
principalmente em individuos de alto risco genético. Mas como identificar quem
s&o os individuos com risco genético? Como realizar uma triagem, considerando
os custos envolvidos? Seria possivel estabelecer programas de prevengao? Estas
questdes sao dificeis de responder e ndao ha dados na literatura que discutam
estas possibilidades.

Psoriase € mais prevalente em parentes de primeiro-grau de pacientes com
diagnéstico conhecido, sendo que o risco neste grupo pode chegar a 25%.

Em nosso servico, foi possivel fazer o estudo de 13 familias com mais de
uma geracao afetada pela psoriase. O objetivo deste estudo foi demonstrar o perfil
destas familias e o0 que é possivel fazer para melhorar sua qualidade de vida. Foi
realizada triagem genética de todos os parentes de primeiro-grau dos pacientes,
afetados ou nao, totalizando 59 individuos. Destes, 34 (56.6%) ja apresentavam
psoriase no inicio do seguimento, com média de idade de inicio da doenca de 29,9
anos, sendo 18 mulheres e 16 homens. A forma clinica mais observada nestes
individuos foi psoriase vulgar em 91,2%. A doenca dos familiares foi considerada
leve em 71% dos casos. Dos 59, 17 (28,8%) individuos com psoriase
apresentavam HLA-Cw*06. Seis (10,2%) individuos com HLA-Cw*06 nao
apresentaram sinais da doenca. Durante o periodo de observacdo, nao se
observaram novos casos da doenca no grupo estudado®.

Um programa ideal para o acompanhamento de pacientes e familiares deve
ser baseado na educagdao sobre a doenca, através de orientacdo médica, de
enfermagem, palestras e distribuicdo de material informativo. Especialmente em
criangas e adolescentes, a deteccdao e o tratamento precoce de infeccbes é

importante para evitar as reagdes cruzadas. Evitar medicamentos conhecidamente

3 Trabalho desenvolvido no Ambulatério de Psoriase da Disciplina de Dermatologia e no
Laboratério de Imunogenética de Transplantes do Hospital das Clinicas, Faculdade de Ciéncias
Médicas, UNICAMP; enviado para publicagéo.
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relacionados ao agravamento da doencga constitui uma medida valida (247). O
seguimento clinico para controle do peso, pressao arterial e dislipidemia ajuda na
prevencao de comorbidades associadas a psoriase, portanto orientacdo
nutricional e atividade fisica devem ser estimuladas, bem como medidas
agressivas contra tabagismo e etilismo. A preocupagcdao com as comorbidades é
crescente e ja ha um consenso sobre as recomendagdes para seguimento destes
pacientes (248).

Oitenta e um pacientes participam, atualmente, de um outro trabalho sobre
qualidade de vida em nosso servi¢o, sendo a idade média de 53,1 anos (£14,9).
Quanto aos habitos, 16,1% sao fumantes e 18,5% sao etilistas. Considerando as
comorbidades, 11,1% sao obesos, 17,3% diabéticos, 19,8% dislipidémicos, 44,4%
hipertensos, 9,9% nefropatas e 11,1% hepatopatas. Apresentam transtornos
psiquiatricos 17 pacientes (21,0%).*

O acompanhamento psicoterdpico é indicado a todos os pacientes,
principalmente para aqueles com alteragbes comportamentais, situacao familiar
complicada, problemas de trabalho e dificuldades de relacionamento.
Caracteristicas psicolégicas e de personalidade dos pacientes e familiares devem
ser consideradas, pois comportamento impulsivo, pessimismo, tristeza, abuso de
alcool e depressdo sao atributos frequentemente encontrados em pacientes
psoriaticos (249). O suporte psicolégico deve enfatizar a automotivacdo e a
reducao do estresse.

Transmitir conhecimento sobre a doenca, melhorar os cuidados com a pele
€ minimizar seu impacto psicolégico sdo os principais objetivos dos programas de
seguimento paralelos ao atendimento médico (250). Nao ha como prevenir a
doenca, mas € possivel aplicar o conhecimento atual sobre os fatores
desencadeantes nos individuos de maior risco genético. Através destes
marcadores, é possivel selecionar um grupo de individuos de maior risco e
promover acdes para minimizar os efeitos de fatores desencadeantes ambientais

sobre a marcha da psoriase.

* Trabalho em desenvolvimento no Ambulatério de Psoriase da Disciplina de Dermatologia,
Faculdade de Ciéncias Médicas, UNICAMP.
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5.9 - Consideracoes finais

“Para efeito de diagnostico, prevencédo e tratamento de doencgas, o que se descobriu
depois do mapeamento do genoma constitui 0 comego da verdadeira revolugédo bioldgica.
J& se sabia que os fatores ambientais, ou seja, experiéncias, os habitos e o estilo de vida
também influenciam nesses processos. Nao se tinha idéia, porém, de como se dava essa
influéncia. S&o muito mais atuantes na ativacdo ou desativagdo dos genes do que se
pensava. A nova fronteira da genética é estabelecer de forma mais precisa como o

ambiente influencia os genes (251).”

De acordo com a literatura consultada, até o presente momento, este é o
primeiro trabalho que avaliou o papel da regidao promotora do TNF-a em pacientes
brasileiros com psoriase.

O conhecimento de fatores de riscos genéticos e ambientais pode permitir
melhor abordagem do paciente, acées de prevencao e melhora na qualidade de
vida.

A populacdo brasileira, apesar de sua diversidade genética, deve ser
estudada para os marcadores genéticos associados a doencas. Estes resultados
devem encorajar novas pesquisas sobre o assunto com a intencdo de se
compreender melhor o perfil imunogenético dos pacientes brasileiros, seus

marcadores de risco, resposta ao tratamento e prognaéstico.
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6 - CONCLUSOES
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l. (A) Foi realizada a tipificacdo dos alelos HLA classe | e Il por meio da
metodologia empregada, no grupo de pacientes e no grupo-controle de individuos
sadios.

(B) Os alelos que representaram tendéncia de associacdo a psoriase na

populagdo estudada foram HLA-B*13, -B*37, -B*39, -DRB1*07 e -DRB1*11;
enquanto os alelos HLA-Cw*06 e -Cw*12 podem ser considerados fatores de risco
genético com significancia estatistica. O alelo HLA-Cw*12 foi mais frequente no
grupo de pacientes que iniciou a doenga nos primeiros anos de vida e nao ha este
registro em outras populacoes.
I. (A) Foi possivel identificar os polimorfismos da regido promotora do TNF-a
SNPs -238 e -308 por meio dos métodos utilizados. Foram estimados os
haplétipos estendidos relacionados aos SNPs do TNF-a -238 e -308 pela anélise
computacional.

(B) Ao se comparar frequéncia de alelos, gendtipos e haplétipos da regidao

promotora do TNF-a -238 e -308 entre pacientes com psoriase e grupo-controle de
individuos sadios, ndo se encontrou diferenca com significancia estatistica. Estes
dados nao correspondem ao descrito para a populacéo caucasiana.
[l (A) O presente estudo sugere que os alelos HLA-B*37, -Cw*06, -Cw*12 e -
DRB1*07 estao relacionados a doenga mais grave e extensa. O alelo DRB1*04
revelou tendéncia a associagdo negativa com a doenca, podendo conferir
protecdo. Ao se comparar o grupo | com o grupo ll, apresentou tendéncia de
associagdao com o grupo de evolucao desfavoravel o alelo HLA-B*37, que pode ser
interpretado como um fator de mau prognéstico.

(B) Este estudo apontou uma alta frequéncia do genétipo TNF-a -238 G/G,
assim como do alelo -238G, no grupo com doenca mais grave. O contrario é
verdadeiro e pode-se afirmar que o gendtipo -238 G/A, assim como o alelo -238A,
estdo em frequéncia maior no grupo de doenca mais leve. O haplétipo -238A-
308G foi encontrado em frequéncia reduzida no grupo de pior evolugao, revelando

um efeito protetor.
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IV. Foi apresentada discussdo sobre os principais fatores ambientais
relacionados a doenca e a interacdo com os fatores genéticos estudados.
Aplicacdes praticas para os resultados encontrados foram discutidas.
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ANEXO 1

TABELA: SISTEMA DE AVALIACAO PASI

Pontos 0 1 3 4 5
Eritema
Infiltracéo nenhum leve moderado grave muito grave
Descamagdo
% Area 0 <10 10<30 30<50 50<70 70<90 20 -100
Cabeca (C) Escore Tronco (T) Escore
Eritema L] Eritema L
Infilracgo L Infilragéo L1
Descamacdo || Descamacao L
Soma L] Soma LI |
x Area L x Area L
=1 | = | |
x0,1= L1 | x0,3 = i
Membros Superiores (MS) Membros Inferiores (Ml)
Escore Escore
Eritema | Eritema
Infilracao LI Infiltracdo

Descamacgao L]

Soma Ll |
x Area L]

=11
%0.2= 11 1

Descamacado

Soma

L

-

L]
LI ]

X Area I_J
- .
L1l ]

pasi=(c) L_1_l+m L1

| ems) L L oy L1 -1

Fonte: Sandimmun, Psoriasis. A clinical énd pharmacological review. Sandoz Pharma Lid. Basle Switzerland, 1991
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ANEXO 2

Tabela 22: Populacées estudadas para HLA classe | e Il e relacao com psoriase

(p<0.05).

Autores
Ikéheimo et al.
Gonzaga et al.

Enerback et al.
Shiou-Hwa et al.
Tai-Gyu et al.

Kundakgi et al.

Luszczek et al.
Xue-Jun et al.

Xue-Jun et al.

Szczerkowska et al.
Cardoso et al.

Yang et al.

Pais
Finlandia
Brasil

Suécia
Taiwan
Coréia

Turquia

Polbnia
China

China

Polbnia
Brasil

China

Ano
1996
1996

1997
1998
2000

2002

2002
2003

2004

2004
2005

2004

N
70
22

201
76
84

100

102
166

189

78
60

138

Cc
200
142

77
238
98

201

123
204

273

70
100

149

HLA -
Cw6
Cw6
B17
B13

CW~ 0

A1)

A30
B13
B37

6

Cw*0602

A30

Cw3
Cw6
Cwe*
A*26
B*13
B*27

Cw*0602

Cwoe*

A*26
B*27
B*57

HLA-1I
DR7

DRB1*0701
DRB1*07

DRB1*10
DQA1*02
DPB1*1701
DQB1*02
DR7
DR14
DQs8

DQA1*0201
DQA1*0104
DRB3*02
DRB1*0102
DQA1*0104
DQA1*0201
DQB1*0303

Cw*0602 DRB1*0701
N: numero de pacientes; C: niumero de controles (Adaptado de Céssia et al., 2007).

186

Haploétipo extendido
A2 B13 Cw6 DR7 DQA1*0201

DRB1*0701 DQA1*0201 DQB1*0201
A30B13Cw*0602DRB1*07DQA1*02
DQB1*02DPB1*1701

A1B37Cw*0602DRB1*10DQA1*01DQB1*05

DRB1*0102 DQB1*05
DRB1*0701 DQB1*03
A*26 B*27 Cw*0602
DRB1*0701 DQA1*0201 DQB1*0701/02
A*26 DRB1*0701/02 DQA1*0201 DQB1*0303



Tabela 23: Populacdes estudadas para HLA classe | e Il e relacdo com psoriase

tipo | (p<0.05).

Autores Pais
Schmitt-Egenolf
et al. Alemanha

Schmitt-Egenolf

et al. Alemanha
Shiou-Hwa et
al. Taiwan
Vejbaesya et
al. Tailandia
Tai-Gyu et al. Coréia

Kastelan et al. Croacia

Kastelan et al. Croacia

Choonhakarn
et al. Tailandia

Kundakgi et al.  Turquia

Xue-Jun et al. China
Yang et al. China

Ano

1993

1996

1998

1998

2000

2000

2003

2002

47

90

53

67

62

44

50

95

147

238

140

98

139

140

300

2002 68 201

2003

123 204
2004 113

149

HLA -1

Cwb
B57

A*0207
B46
B57

B37 (42.8)
Cw*0602
(58.5)
Cw*0602
(14.45)

A*01
A*0207
A*30
B*08
B*13
B*4601
B*57
Cw*01
Cw*0602
A30
B50
Cw6
Cw*0602

HLA-1I

DRB1*0701/02

DQA1*0201
DQB1*0303

DQB1*0303

DRB1*1401

DQB1*0303

DPB1*1701

DR7

DRB1*0701
DQA1*0201
DQB1*0201
DQB1*0303

DRB1*0701

DR7

Haplétipo extendido

DRB1*0701/02 DQA1*0201 DQB1*0303

Cw6B57 DRB1*0701/02 DQA1*0201
DQB1*0303

DRB1*1401 DQA1*0101 DQB1*0503

A1B57DRB1*0701DQA1*0201DQB1*0303
A2B46DRB1*0901DQA1*0301DQB1*0303

A30B13Cw*0602DRB1*07DQA1*02DQB1*02

Cw*0602 B57 DRB1*0701 DQA1*0201
DQB1*0201

A*30 B*13 Cw*0602 DRB1*07 DQB1*02
A*0207 B*4601 Cw*01 DRB1*09 DQB1*0303
A*01 B*57 Cw*0602 DRB1*07 DQB1*0303

A*26-B*27
DQA1*0201-DQB1*0303
DRB1*0701/02-DQA1*0104

DRB1*0701/02-DQB1*0303
A*26-DRB1*0701/02-DQA1*0201-
DQB1*0303

N: numero de pacientes; C: numero de controles (Adaptado de Céssia et al., 2007).
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Tabela 24: Populacdes estudadas para HLA classe | e Il e relacdo com psoriase
tipo Il (p<0.05).

Autores Pais Ano N C HLA -1 HLA -1l Haplétipo extendido
Shiou-Hwa et al. Taiwan 1998 23 238 - DRB1*0701 -
Choonhakarn et

al. Tailandia 2002 45 300 A*0207 DRB1*1401 -
A*30
Cw*01
Kundakgi et al. Turquia 2002 32 201 Cw7 -

N: numero de pacientes; C: numero de controles (Adaptado de Céssia et al., 2007).

Tabela 25: Populacdes estudadas para HLA classe | e Il e alelos protetivos contra
psoriase (p<0.05).

Autores Pais Ano N C HLA -1 HLA -1l Haplétipo extendido
Cardoso et al. Brasil 2005 60 100 — DRB1*04 DRB1*0405-DQB1*03
DRB1*1302
Tai-Gyu et al. Coréia 2000 84 98 - - A33-B44-Cw*1401-DRB1*13-DQA1*01-DQB1*06
Xue-Jun et al. China 2004 189 273 - DQA1*0501 -
Vejbaesya et
al. Tailandia 1998 67 140 - DQB1*0301
Shiou-Hwa et
al. Taiwan 1998 76 238 - DQA1*0501 DRB1*1101-DQA1*0501-DQB1*0301
Kundakgi et al. Turquia 2002 68 201 A66 DR11
Ccw2
Cw4
Choonhakarn
et al. Tailandia 2002 95 300 A*24
A*33
Cw*04

Luszczek etal. Polénia 2002 102 123 Cw*07
N: nimero de pacientes; C: nimero de controles (Adaptado de Céssia et al., 2007).

188



9 — APENDICES

189



APENDICE 1

Termo de Consentimento Livre e Informativo

Parecer do Comité de Etica em Pesquisa
da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP
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CONSENTIMENTO POS-INFORMATIVO PARA O PACIENTE DERMATOLOGICO
PROJETO: ESTUDO IMUNOGENETICO EM PSORiA‘SE
RESPONSAVEL: Dra. RENATA FERREIRA MAGALHAES, ALUNA DE POS-GRADUACAO
ORIENTADORA: Dra. ANA MARIA UTHIDA TANAKA

CO-ORIENTADORA: Dra MARIA HELENA S. KRAEMER

NOME DO PACIENTE OU RESPONSAVEL:
IDADE:

ENDERECO:

RG:

Autorizo a médica Renata Ferreira Magalhdes, da Disciplina de Dermatologia, Departamento de
Clinica Médica, FCM UNICAMP, a realizar os seguintes procedimentos: avalia¢do clinica e
laboratorial, através de exame fisico e coleta de sangue para determinagdo dos Antigenos de
Histocompatibilidade (HLA).

Estes procedimentos se justificam para fins de pesquisa, sendo que se buscam marcadores
laboratoriais que ajudem no diagndstico e prognostico de pacientes com psoriase.

Entendo nfio ser obrigado a submeter-me aos procedimentos, sendo de minha responsabilidade
problemas que afetem a minha saude, advindos de tal atitude.

Autorizo, ainda, a documentagdo cientifica iconografica (fotografias, slides e similares) com
finalidade didatica e publicagdo cientifica, desde que a minha identidade e privacidade sejam
preservadas.

Ha garantia da parte do médico responsavel de esclarecimentos sobre quaisquer dividas que o
paciente apresentar, como a nio obrigatoriedade de continuar na pesquisa, caso seja da minha
vontade.

Para contacto com o médico responsavel:

Telefone: (19) 37887776, Ambulatério de Dermatologia

Para contacto com o Comité de Etica em Pesquisa:
['elefone: (19) 37888936

Assinatura do paciente ou TESPONSAVEL: ................ccooiiiiieiier et

Assinatura do médiCo TESPONSAVEL ..................ccoovviieiuieieieeeeeeeeeeeeeeeee et eee et ee s ee e e eeeeseseseneeens

193



S"(}‘ 'COMITE DE ETICA EMPESQUISA

1 Caixa Postal 6111
4.\. 13083-970 Campinas, SP
UNICAMP @ (0__19) 3788-8936

B cep@!

CEP, 16/07/02
(Grupo 11I)

PARECER PROJETO: N° 299/2002
I-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “ESTUDO IMUNOGENETICO EM PACIENTES COM PSORIASE DE
INIC1I0 PRECOCE” ,

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Renata Ferreira Magalhaes

INSTITUICAO: Departamento de Clinica Médica/FCM/UNICAMP

APRESENTACAO AO CEP: 20/06/2002

II - OBJETIVOS

Identificar o eventual papel marcador do fenotipo HLA na psoriase com inicio
precoce (até os 18 anos de idade).
II1 - SUMARIO

Estudo prospectivo em pacientes que, no periodo de janeiro de 2000 a janeiro de
2002, tenham sido atendidas no Ambulatorio de Dermatologia do HC da UNICAMP e
tenham atendido aos critérios de inclusdo. Apos coleta de amostra de sangue, tais pacientes
serdo fenotipados, sendo os resultados obtidos comparados com painel de grupo controle ja
disponivel na instituigdo.
IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

Estudo adequadamente planejado, indicando a consecugdo do objetivo proposto. O
resultado tem inegavel importancia clinica, considerando o aspecto nebuloso da etiologia da
psoriase.

V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP,
apOs acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente

fax (0__19) 3788-8925



caso e atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e 251/97, bem como ter
aprovado o Termo do Consentimento Livre e Esclarecido, assim como todos os anexos
incluidos na Pesquisa, resolve aprovar sem restri¢gdes o Protocolo de Pesquisa supracitado.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao
seu cuidado (Res. CNS 196/96 — Item 1V.1.f) e deve receber uma copia do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item 1V.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo
aprovado e descontinuar o estudo somente apos analise das razdes da descontinuidade pelo
CEP que o aprovou (Res. CNS Item III.1.z), exceto quando perceber risco ou dano ndo
previsto ao sujeito participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a
um dos grupos de pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que
alterem o curso normal do estudo (Res. CNS Item V. 4.). E papel do pesquisador assegurar
medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha
sido em outro centro) e enviar notificagdo ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria — ANVISA — junto com seu posicionamento.

Eventuais modifica¢des ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP
de forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas
justificativas. Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente a ANVISA,
o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também a mesma junto com o parecer
aprovatorio do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item I11.2.¢)

Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

Atencdo: Projetos de Grupo I serio encaminhados 2 CONEP e s6 poderio ser
iniciados apés Parecer aprovatorio desta.

VII - DATA DA REUNIAO

Homologado na VII Reunido Ordinaria do CEP/FCM, em 16 de julho de 2002.

Profa. ,lgra. %Farme&élvia Bertuzzo

VICE-PRESIDENTE do COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP
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FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

® www.fcm.unicamp.br/pesquisa/etica/index.html

CEP, 22/05/07.
(PARECER CEP: N° 299/2002)

PARECER

I-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “ESTUDO IMUNOGENETICO COM PSORIASE DE INICIO
PRECOCE”

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Renata Ferreira Magalhies

I1 - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP
tomou ciéncia e aprovou a mudanca de orientacdo do estudo para a Profa. Maria Helena
Stangler Kraemer, referente ao protocolo de pesquisa supracitado.

O conteudo e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e ndo representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas
nem a comprometem.

Homologado na V Reunido Ordinaria do CEP/FCM, em 22 de maio de 2007.

Profa. Dra. Mﬁa Bertuzzo

PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM / UNICAMP
Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP
Rua: Tessalia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-893¢6
Caixa Postal 6111 FAX (019) 3521-7187
13084-971 Campinas —SP cepiafemounicamp.br
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APENDICE 2

Tabela 6: Caracteristicas clinicas e evolucao do grupo de pacientes com psoriase.

N P Inicio Sexo AF FD FC ] (o5 M ANTI-  Grupo
(anos) TNF
1 ACP 03 F + + \Y% - + = o |
2 CASP 31 F + - V + + - o 1l
3 ACC 13 F - + \Y% + + + - |
4 MFB 01 F - - \ - + - - I
5 LBP 11 M - + \" + + - - Il
6 RT 16 M + + \" + + + = l
7 AAS 10 F + + G - + = o |
8 EML 04 M - + V/AP + + - + Il
9 JAC 03 F - + \% + + + - |
10 EML 06 M - - \ - - - - I
11 CLMLM 13 F + + \" + + - = |
12 ICC 01 F - + \Y% + - - o |
13 DSS 06 F - + \% - + - = |
14 TC 13 F + + G + + - + 1l
15 AFM 12 F - - Vv + + - - I
16 SGS 18 F + + \Y% - + - - 1l
17 APS 07 M + - G = + o - 1l
18 SSO 17 F + + G - - = o 1
19 TF 18 F + + G + + - - |
20 RCSS 10 F - + G + + - - 1l
21 MLMS 15 F - + \ + + - - Il
22 CAS 10 M + = \' + + = - Il
23 APL 05 F - + V + + + - |
24 BCVS 02 F - + \" - + - - I
25 MAL 18 F + - Vv - + - - I
26 SG 16 F + + \Y% + - - o |
27 JDG 07 F + + \ + + + + Il
28 CAC 15 F + + Vv + - - = |
29 VA 17 F + - \" - + - - I
30 KSB 13 F + + G + + = - Il
31 JJS 17 M - - G + - - - Il
32 RER 13 M - - \ - + - - Il
33 MAC 17 M = + \ + + - + Il
34 LCRF 06 F + + \Y% - + - - 1l
35 CADL 07 F - - G + + - - Il
36 DM 18 F = + \ + = + - Il
37 FSS 12 F + + \' + + - - Il
38 ECC 11 F + + G - + = . 1l
39 LS 14 M - - V/ER + - + - Il
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40 LAS 03 F - + \Y% - + - - |
41 MPJS 11 F + + \Y% + + - o |
42 JAS 15 M - + V/ER + + + - 1l
43 RCR 13 F - - G - - - - Il
44 APGC 07 F - + V/U - - - - |
45 GPP 09 F - - G = + - - 1l
46 EHL 09 M - - \' + + - - I
47 VBS 18 M - + \ - + - - |
48 CEE 15 M + + Vv + - + + Il
49 JPC 13 F + + \Y% + - + o 1l
50 MSG 18 F - + G/AP/ER + + - + Il
51 ECSR 18 M + + V + + - - |
52 RMV 15 F + + Vv - + = . 1l
58 BAS 35 M - + \% + + - - |
54 JIP 34 M + + V/AP + - + - Il
55 OAS 30 F + + \" - + - - Il
56 JD 35 F - - Vv - + - = |
57 MAOM 36 F - + \' - + - - |
58 RT 28 M - - Vv - + - = |
59 PAB 21 M + + V/AP + + - - Il
60 LRD 19 F - - Vv - + - = |
61 MLPF 37 F - - \' - + - = I
62 MFP 25 F - - Vv - + - - I
63 CHP 10 M + - \' - + + - I
64 LAS 3 F - + Vv - + - = |
65 LBS 34 F - - \' - + - - I
66 LMT 28 F - - Vv + + - = |
67 SER 26 F - - \' + - - - I
68 MPJS 11 F + - \ - - - - I

69 JRL 23 M - + V/AP + + - - Il
P: paciente; Inicio: idade de inicio, em anos; AF: antecedente familiar; FD: fatores desencadeantes; FC: forma clinica da
doenca; U: acometimento ungueal; C: acometimento do couro cabeludo; M: acometimento das mucosas; Anti-TNF: uso de
etanercept; Grupo I: boa evolugdo; Grupo Il: evolugdo desfavoravel; V: psoriase vulgar; G: psoriase gutata; AP: artrite
psoriatica; ER: eritrodermia.
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APENDICE 3

Reagentes e solucoes

1. Extracao de DNA

Tampao para lise de eritrocitos (lise 1)

0,3M de sacarose °

10mM de Tris-HCI (pH = 7,5) °

5,0mM MgCl;°

Triton X-100 1% U.S.P. 1%

Volume final = 1L (estocagem a 4°C em local escuro)

Tampao para lise de leucoécitos (lise Il)

0,075 M NaCl ®

0,024 M Na-EDTA ©

Volume final = 1L de solugédo (ajuste do pH a 8,0 com NaOH 2, estocado a

temperatura ambiente)

Alcool Isopropilico (CsHgO) 2

Alcool Etilico (CoHsO) 70%

73,6 mL de alcool etilico ? diluidos em 26,3 mL de agua bidestilada ultrapura
Estocagem a temperatura ambiente.

Cloreto de Saédio (NaCl) 6,0M, solucao saturada

35,04g NaCl ° diluidos em100 mL de 4gua bidestilada ultrapura
Autoclavagem a 121C, estocagem a temperatura ambiente.

Perclorato de Sédio 0,5M
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70,29 de perclorato de sédio monohidratado © diluidos em100mL de &gua
bidestilada ultrapura

Estocagem a temperatura ambiente.

Dodecil Sulfato de Sédio (SDS)

10,0g de SDS ° diluidos em100mL de 4gua bidestilada ultrapura

2. Gel de agarose e eletroforese

Gel de agarose 2%

Brometo de etidio 0,5%

Solucao tris-borato — 10X (tampao de eletroforese)
0,9M tris-base ?

0,9M Acido Bérico 2

0,2M Na-EDTA (pH 7,5) ©

Volume final = 1L (estocagem a temperatura ambiente)
3. Gel de poliagrilamida e eletroforese

Solucao Estoque de Acrilamida (30%)

29,0 g de acrilamida

1,0 g de bis-acrilamida diluidas em um volume final de 100mL de &gua. Filtrar.
Uréia P.A. (NH,CONH>)

Glicerol [C3H5(OH)3]

Tampao TBE 10X

Tris/HCI 0,89M pH8,0

EDTA 0,08M

200



Acido Bérico 0,89M.

Persulfato de potassio: solucao saturada em agua.

TEMED (N, N, N’, N’, tetrametiletilenodiamina)

Tampao de Amostra (loading buffer)
TBE1X

Xileno cianol 0,25%

Azul de Bromofenol 0,25%

EDTA 0,1M pH8,0

Ficoll 15%

Formamida 75%

Solucao fixadora
50mL de Alcool Etilico
2mL de Acido Acético

Agua deionizada até completar 300mL

Nitrato de prata 0,1%
Nitrato de prata 0,1%
Agua destilada

Formaldeido
Formaldeido 37%

100mL de agua destilada na hora do uso

Revelador
4,59 de NaOH

Agua deionizada até completar 200mL
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APENDICE 4

Tabelas dos resultados

Tabela 26: Relacao dos resultados dos HLA classe | e Il e SNPs TNF-a -238 e -
308 dos pacientes com psoriase.

P
A* B* Cw* DRB1* DQB1* -238 -308 Evol.
1 ACP 24 68 3815 12 07 0413 03 06 GG GG |
2 CHP 24 68 1538 0712 0413 03 06 GG GG |
3 ACC 36 02 53 47 0412 11 - 06 - GA GG |
4 MB 02 - 08 35 07 04 1516 06 03 GG GG |
5 LBP 03 30 5118 14 05 03 11 02 03 GA GG I
6 RT 02 66 58 39 07 06 0413 03 03 GG GG I
7 AAS 02 - 52 58 12 06 1511 06 03 GA GG |
8 EML 33 - 3727 06 02 0110 05 - GG GG I
9 JC 03 - 39 58 12 06 1107 03 - GG GG |
10 EM 26 03 07 39 0712 0115 06 - GG GG |
11 CMLM 02 66 4140 0317 1315 06 - GA GG |
12 ICC 03 01 58 27 07 02 07 11 02 03 GG GG |
13 DSS 02 32 39 35 1204 04 16 03 05 GG GG |
14 TC 26 30 1338 06 12 07 - 02 - GG GG I
15 AFM 30 68 14 35 08 04 0103 05 02 GG GG |
16 SGS 02 03 07 44 07 04 0107 05 02 GG GG I
17 APS 24 - 3539 0412 0712 02 03 GG GG I
18 S§SO 02 24 14 47 04 - 04 07 03 02 GA GG I
19 TF 02 - 5113 1506 04 11 03 - GG GG |
20 RCSS 02 - 5135 14 04 03 11 02 03 GG GG I
21 MLMS 30 - 5313 04 06 07 11 02 03 GA GG I
22 CAS 26 32 52 37 12 06 08 11 04 03 GA GG I
23 APL 31 - 49 50 16 07 1015 06 05 GG GG |
24  BCVS 2403 5213 1506 07 16 02 03 GG GG |
25 MAL 02 - 44 57 05 06 13 - 06 - GA GG |
26 SG 11 30 4135 17 04 0110 05 - GA GG |
27 JDG 02 24 44 57 12 06 0107 05 02 GG GG I
28 CAC 02 26 55 57 03 06 07 11 03 03 GA GG |
29 VA 24 26 55 50 03 06 11 - 03 - GA GG |
30 KSB 02 26 5137 0612 04 11 03 03 GG GG I
31 JJS 02 - 50 27 06 01 11 - 03 - GG GG I
32 RER 23 - 4550 06 07 0713 02 06 GG GG I
33 MAC 02 32 39 44 1205 1116 03 05 GG GG I
34 LCRF 0102 37 35 06 04 08 10 04 05 GG GG I
35 CADL 03 32 07 40 03 07 15 - 06 - GA GG I
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36 DM 24 - 14 39 08 12 07 16 02 06 GG GG Il

37 FSS 02 11 51 53 02 04 0113 05 06 GG GG Il
38 ECC 24 - 14 38 0212 0113 05 06 GG GG Il
39 LS 30 - 53 57 0418 08 10 03 05 GG GG Il
40 LAS 1129 14 35 08 04 0313 04 03 GG GG |
41 MPJS 24 23 4527 06 12 01 0503 GA GA |
42 JAS 0103 3715 06 07 1111 03 03 GG GG Il
43 RCR 02 24 50 57 06 - 07 13 05 - GG GA Il
44  APSC 0102 3557 04 06 16 07 03 03 GG GG |
45 GPP 01 34 37 58 07 06 10 11 0503 GG GG Il
46 EHL 0123 07 49 07 - 10 11 05 03 GG GG |
47 VBS 68 - 1540 03 - 0104 03 05 GG GG |
48 CEE 2324 44 35 12 04 07 16 02 05 GG GG Il
49 JPC 02 - 1315 06 03 07 16 02 03 GG GG Il
50 MSG 01 - 14 57 08 06 16 16 05 05 GG GG Il
51 ECSR 02 32 44 57 12 06 08 11 04 03 GA GG |
52 RMV 0103 3715 06 07 07 11 03 03 GA GG Il
53 BAS 02 23 37 57 02 07 1113 06 02 GA GA |
54 JIP 29 - 39 27 0112 1114 05 03 GG GA Il
55 OAS 01 24 38 27 06 15 1113 03 06 GG GG Il
56 JD 02 - 57 18 06 - 07 11 03 03 GA GG |
57 MAOM 02 - 07 35 04 - 1516 06 03 GG GA |
58 RT = 57 73 06 15 04 15 02 06 GA GG |
59 PAB 0130 08 13 06 07 1111 03 03 GG GA I
60 LRD = 39 50 06 12 07 16 02 05 GG GA |
61 MLPF 32 - 5378 04 05 1111 03 03 GA GG |
62 MFP 02 - 3957 06 12 07 13 03 06 GA GA |
63 CASP 1133 55 81 0318 0915 02 06 GG GA I
64 LAS 1129 14 35 04 08 0313 04 03 GG GA |
65 LBS 02 68 3540 04 03 16 11 03 03 GG GG |
66 LMT 03 - 1315 06 08 07 11 02 05 GG GG |
67 SRE 30 - 58 15 06 - 1115 03 06 GG GA |
69 MPJS 2423 4527 06 12 01 04 05 03 GA GG |
70 JRL 02 - 08 50 06 - 03 07 02 02 GG GA I

P: iniciais dos nomes dos pacientes; Evol.: evolugéo clinica caracterizada em grupo | e grupo II.

Tabela 27: Relacdo dos resultados dos HLA classe | e Il e dos SNPs TNF-a -238

e -308 do grupo-controle de individuos sadios.

C A* B* Cw* DRB1* DQB1* -238 -308
1 SEM 02 - 4915 03 - 01 04 05 03 GA GA
2 JARM 03 26 39 41 1217 04 13 03 06 GA GG
3 CRCV 03 32 52 14 1208 15 04 06 03 GA GG
4 MJS 03 32 4035 04 - 01 01 05 05 GG GA
5 JFF 0132 27 37 06 - 07 13 02 05 GA GG
6 AAMM 01 11 07 51 01 - 1113 03 06 GA GG
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10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53

MDCV
MMN
MS
CAB
MNAS
RFD
JAS
MFS
MAM
ALL
ARR
SCO
FOC
CSR
cBB
oMS
ARS
BA
ALS
CASS
DAJ
OPA
JAF
RF
FFT
LMB
SAR
Wes
csc
BJT
ALSJ
MAC
RSA
MPS
CcPS
RPS
RPS
BFS
ACB
CRM
CBC
SJo
MM
AC
MMM
MTG
FMD

2433
02 -
02 -

0126

0133

0124

0203
02 -

03 68

02 68

0203

0224

0223

0124

0203
26 -

24 11

3268

03 30

02 68

0126

02 68
29 -

0203

3236

0203
02 -

01 11

0224

02 26
02 -
23 -
68 -

25 02

30 02
02 -

0323

03 24

11 31
01 -
01 -
24 -

0224

02 32

0203
03 -
02 -

07 39
35 -
51 -

07 08

08 14
57

44 45

4458

51 14
44 -

27 48
51 -
15 44

07 45

58 15

07 15
44 -

07 40
1307
18 49

38 35

35 45
14 49
14 51

44 49

3508

51 52

27 08

35 51

5157

35 44

38 47

5153

4414

4515
1415

55 14
52 -

38 51

38 44
47 -

35 45
18 41
1550

07 48

08 27

35 50

15 -
04 12
01 04
07 -
07 08
06 15
05 06
16 -
1508
05 -
02 04
03 16
05 14
06 -
06 03
03 -
02 04
02 15
06 -
05 -
06 -
04 06
08 -
08 -
05 -
04 -
15 -
01 -
04 15
01 06
04
07 -
15 04
05 08
16 08
08 -
03 04
02, 14
1215
1216
0412
04 16
17
04 06
04 07
0107
04 06
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07 16
0412
01 11
0103
1303
03 04
1111
1304
0107
04 11
1113
1513
04 03
1504
0316
1515
0116
1313
07 15
0313
01 04
04 15
01 04
0413
0413
03 11
1316
0703
03 14
04 07
04 11
0110
04 15
1416
0116
04 16
01 04
11-
1116
07 11
0413
0110
11-
1113
09 15
0103
07 16

02 05
03 03
0503
05 02
06 02
02 03
03 03
06 03
0502
03 03
06 03
06 02
02 03
06 04
02 03
06 06
05 05
06 06
02 06
02 06
0503
03 06
0503
03 06
03 06
02 03
06 03
02 02
02 03
03 03
03 03
05 -
03 06
03 05
0503
03 03
0503
03 -
03 05
02 03
03 05
05 -
03 -
03 06
03 06
02 05
03 03

GG
GG
GG
GG
GG
GA
GA
GG
GG
GG
GG
GA
GG
GG
GG
GA
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GA
GG
GA
GG
GG
GG
GG
GA
GA
GG
GG
GA
GG
GG
GG
GA
GG
GA
GG
GG

GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GA
GA
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GA
GG
GG
GA
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GA
GG
GG
GA
GA
GA



54 BBP 02 11 40 38 02 03 03 08 02 04 GA GA

55 GMC 0132 08 35 04 07 1115 03 06 GG GA
56 JRTF 3033 14 39 08 12 0413 03 06 GG GG
57 MF 02 - 07 18 0712 0112 03 05 GG GG
58 BKLD 02 29 3544 04 16 03 07 02 02 GG GG
59 RAA 02 - 08 50 06 07 0713 02 06 GG GA
60 ISV 03 68 07 14 07 08 0113 05 06 GG GG
61 MDCF 03 66 53 57 02 04 04 07 02 03 GA GG
62 SML 24 32 14 51 02 06 04 15 03 06 GG GG
63 DFS 02 - 41 44 0517 11 - 03 - GG GA
64 RKL 0133 27 08 02 07 03 11 02 03 GG GA
65 JP 02 11 3508 04 07 13 11 06 03 GA GA
66 LSF 02 24 3540 04 03 10 11 05 03 GG GG
67 AJTM 24 30 07 35 15 04 10 13 05 06 GG GG
68 DFT 0130 08 35 04 07 03 11 02 03 GG GA
69 APTDR 0102 37 15 03 06 08 11 04 03 GG GG
70 GNBS 68 - 3515 03 07 1114 03 03 GG GG

C: iniciais dos individuos participantes do grupo-controle.

Tabela 28: Reconstrucao haplotipica dos pacientes com psoriase considerando os
gendtipos TNF-a -238 e -308.

P -238 -308 Haplétipo 1 238-308 Haplétipo 2 238-308 Evol.
1 ACP GG GG G-G G-G |
2 CHP GG GG G-G G-G |
3 ACC GA GG G-G A-G |
4 MB GG GG G-G G-G |
5 LBP GA GG G-G A-G Il
6 RT GG GG G-G G-G I
7 AAS GA GG G-G A-G |
8 EML GG GG G-G G-G I
9 JC GG GG G-G G-G |
10 EM GG GG G-G G-G |
11 CMLM GA GG G-G A-G |
12 ICC GG GG G-G G-G |
13 DSS GG GG G-G G-G |
14 TC GG GG G-G G-G Il
15 AFM GG GG G-G G-G |
16 SGS GG GG G-G G-G I
17 APS GG GG G-G G-G Il
18 SSO GA GG G-G A-G Il
19 TF GG GG G-G G-G |
20 RCSS GG GG G-G G-G Il
21 MLMS GA GG G-G A-G Il
22 CAS GA GG G-G A-G I
23 APL GG GG G-G G-G |
24 BCVS GG GG G-G G-G |
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25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
69
70

MAL
SG
JDG
CAC
VA
KSB
JJS
RER
MAC
LCRF
CADL
DM
FSS
ECC
LS
LAS
MPJS
JAS
RCR
APSC
GPP
EHL
VBS
CEE
JPC
MSG
ECSR
RMV
BAS
JIP
OAS
JD
MAOM
RT
PAB
LRD
MLPF
MFP
CASP
LAS
LBS
LMT
SRE
MPJS
JRL

GA
GA
GG
GA
GA
GG
GG
GG
GG
GG
GA
GG
GG
GG
GG
GG
GA
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GA
GA
GA
GG
GG
GA
GG
GA
GG
GG
GA
GA
GG
GG
GG
GG
GG
GA
GG

GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GA
GG
GA
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GG
GA
GA
GG
GG
GA
GG
GA
GA
GG
GA
GA
GA
GG
GG
GA
GG
GA
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G-G
G-G
G-G

G-G
G-G

G-G
G-G

G-G
G-G

G-G
G-G
G-G
G-A
G-G
G-G
G-G
G-G
G-G
G-G
G-G
G-G
G-G

G-G
G-A

G-G
G-G

G-G
G-G

G-G
G-A
G-G
G-G
G-G

G-G
G-G

A-G
A-G
G-G
A-G
A-G
G-G

G-G
G-G

A-G
G-G

G-G
G-G
G-G
A-G
G-G
G-A
G-G
G-G
G-G
G-G
G-G
G-G
G-G

A-G
A-G

G-G
A-G

A-G
G-A

A-G
A-G
G-A
G-A
G-G

G-A
A-G
G-A



Tabela 29: Reconstituicao haplotipica dos individuos sadios do grupo-controle
considerando os genétipos TNF-a -238 e -308.

Co -238 -308 Haplétipo 1 238-308 Haplétipo 2 238-308

1 SEM GA GA G-G A-A

> JARM GA GG G-G A-G

3 CRCV GA GG G-G A-G

4. MJS GG GA G-G G-A
5 JFF GA GG G-G A-G

6 AAMM GA GG G-G A-G

7 MDCV GG GG G-G G-G

8 MMN GG GG G-G G-G

9 MS GG GG G-G G-G

10 CAB GG GG G-G G-G
11 MNAS GG GG G-G G-G
12 RFD GA GG G-G A-G
13 JAS GA GG G-G A-G
14 MFS GG GG G-G G-G
15 MAM GG GG G-G G-G
16 ALL GG GG G-G G-G
17 ARR GG GG G-G G-G
18 sco GA GG G-G A-G
19 FOC GG GG G-G G-G
20 CSR GG GG G-G G-G
29 CBB GG GG G-G G-G
25 OMS GA GA G-A A-G
03 ARS GG GA G-G G-A
o4 BA GG GG G-G G-G
25 ALS GG GG G-G G-G
%6 CASS GG GG G-G G-G
o7 DAJ GG GG G-G G-G
o8 OPA GG GG G-G G-G
o9 JAF GG GG G-G G-G
30 RF GG GG G-G G-G
31 FFT GG GG G-G G-G
32 LMB GG GG G-G G-G
33 SAR GG GG G-G G-G
34 wes GA GA G-A A-G
35 csc GG GG G-G G-G
36 BJT GA GG G-G A-G
37 ALSJ GG GA G-G G-A
38 MAC GG GG G-G G-G
39 RSA GG GG G-G G-G
40 MPS GG GG G-G G-G
41 CPS GA GG G-G A-G
4 RPS GA GG G-G A-G
43 RPS GG GG G-G G-G
BFS GG GG G-G G-G

N
>
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45 ACB GA GG G-G A-G

45 CRM GG GG G-G GG
47 CBC GG GG G-G GG
48 SJO GG GA G-G G-A
@ MM GA GG G-G A-G
50 AC GG GG GG GG
o MMM GA GA GG A-A
- MTG GG GA GG G-A
- FMD GG GA GG G-A
54 BBP GA GA GG A-A
55 GMC GG GA G-G G-A
- JRTF GG GG G-G GG
- MF GG GG G-G GG
58 BKLD GG GG GG GG
- RAA GG GA GG G-A
- ISV GG GG GG GG
= MDCF GA GG GG A-G
62 SML GG GG G-G GG
- DFS GG GA G-G G-A
- RKL GG GA G-G G-A
65 JP GA GA G-A AG
65 LSF GG GG GG GG
. AJTM GG GG GG GG
- DFT GG GA GG G-A
69 APTDR GG GG GG GG
20 GNBS GG GG G-G GG

P: iniciais dos pacientes com psoriase; C: individuos participantes do grupo-controle; Evol: evolugéo.
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Abstract:

Background: The strongest genetic marker for psoriasis is Cw*06. Polymorphisms
in the TNF-alpha promoter region, especially replacement of guanine with adenine
in positions -238 and -308 are related to higher TNF-alpha production and higher
risk for psoriasis in Caucasoid populations, not found in Asians. We did a case-
control study of 69 patients with psoriasis type | and 70 controls, characterized
clinical progression along 10-years of follow-up in mild or severe disease and
determined HLA class |, Il and TNF SNPs —-238 and —308 polymorphisms to
demonstrate whether these polymorphisms may be genetic risk for susceptibility to
psoriasis or severity of the disease in Brazilians.

Methods: Polymorphisms were identified by PCR/SSP. Alleles, genotypes and
haplotypes frequencies were compared by Fisher’s test.

Results: More severe disease was found in male patients. It may be suggested
that alleles B*37, Cw*06, Cw*12 and DRB1*07 were associated with severe
disease course, while B*57 with mild disease. No statistical difference was found
between the patients and controls regarding polymorphisms frequencies in TNF
SNPs. This study pointed to a higher TNF-238 G/G genotype frequency (OR 3.21;
Cl: 1.06 — 9.71; p=0.04) in the group with severe disease and -238A-308G
haplotype was found in reduced frequencies revealing a protective effect.
Conclusions: Polymorphisms in the TNF-alpha SNPs do not seem to be a more
important genetic risk factor for psoriasis than the already known Cw*06 in
Brazilian patients, but these markers may be related to clinical manifestations.

Key words: HLA class I; HLA class Il; Psoriasis; TNF-alpha, SNP -238; SNP -308.

1. Introduction

Psoriasis is an erythematous, scaly inflammatory dermatosis with a complex
immunologic basis, that includes keratinocyte hyperproliferation, aberrant
differentiation of the epidermis, dermal angiogenesis, and cellular infiltrate
composed mainly of activated T cells, neutrophils and mastocytes, with interaction
among several proinflammatory cytokines "%,

The general risk of developing psoriasis is mainly associated with Cw6 or a
closely related risk allele at PSORS1 (psoriasis susceptibility locus 1), with the
possibility of additional interactions of alleles in linkage disequilibrium with it.
Disease subtypes may have different markers >®. In the Brazilian population, the
association with HLA class | alleles, HLA-Cw*06, -B*13, -B*37, -B*39, -Cw*12 and
HLA class Il alleles, HLA-DRB3*02 and DRB1*0102 has already been
demonstrated %", Alternatively, the association of HLA molecules in psoriasis may
be indirect and result from influence of genes in another part of the short arm of
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chromosome 6, where the Major Histocompatibility Complex (MHC) region is
located. Several genes located in the HLA region, including the Tumor Necrosis
Factor - alpha (TNF-alpha), also have an involvement in psoriasis pathogenesis °.

The TNF-alpha is a powerful proinflammatory cytokine that plays a vital role in
inflammatory and immunological responses. It stimulates the production of other
cytokines and increases the expression of adhesion molecules, neutrophil
activation and antibody production. Increased cytokine levels were found in
psoriasis patients on the cutaneous lesion, on the skin without lesion, in serum and
in the synovial fluid of affected articulations®.

TNF-alpha gene is encoded on the chromosome 6 within MHC class Il region
centromerically to the HLA-B, 12 kb in length, with several polymorphic areas,
including six microsatellites and several single nucleotide polymorphisms (SNP),
particularly in the promoter region. The most common polymorphisms are two G to
A transitions in the -308 and -238 positions, which are more prevalent in the
Caucasian population'’. In the German population, strong association was found
between polymorphisms in the -238 region of the TNF-alpha with psoriasis and
psoriatic arthritis’>. No associations were found between polymorphisms in -238
and -308 regions in the Japanese'® and Chinese populations'.

In the present study, we observed a group of Brazilian patients with psoriasis,
with 10 years of follow-up and different behavior of the disease, mild and severe
forms, and evaluated whether polymorphisms in TNF promoter region may be
genetic risk factor, compared with HLA class | and Il polymorphisms.

2. Materials and Methods

2.1. Patients and controls

About 324 individuals assisted at the Dermatology Outpatient Clinic of the
Teaching Hospital, Faculty of Medical Sciences, University of Campinas, Sao
Paulo, Brazil, with diagnosis of psoriasis were considered for the study in January
1997. Among them, 69 were selected for this study because they had regular
clinical follow-up, for 10 years until January 2007, what allowed a clear
classification of the clinical evolution in mild or severe disease. In order to have an
80% chance of detecting, at the 5% level of significance, a 20% difference in allelic
frequency between the patient and control populations, a sample of 60 patients
and 60 controls would be necessary'®. So the 69 individuals sample was accepted
for a case-control study (Table 1). The patients selected were those who had
disease onset up to 40 years of age based in the Henseler & Christophers
classification. According to the authors, type | psoriasis appears around 16 (in
women) and 22 years of age (in men), has a higher tendency to an irregular course
and is associated with allele HLA-Cw*06 in 85.3% of the cases. Type Il appears

213



around 60 years of age, being related to HLA Cw6 only in 14.7%". In the Brazilian
population, Biral et al did not find association between type Il psoriasis and HLA
but, in type | psoriasis, the most significantly associated alleles were HLA-B*13, -
B*57, Cw*06 and -Cw*12.

Analyzing the total group of 69 patients, the mean age at disease onset was
15.1 years; 21 patients (30.4%) were male and 48 (69.6%) were female. Of the 69
patients, 31 (44,9%) had first-degree relatives affected by the disease. The
patients were divided into two groups according to clinical evolution criteria.

Group | was composed of patients that presented, in the course of follow-up,
favorable disease evolution, that is, PASI up to 18, localized disease, without
instabilities, with no need for systemic medication and even achieving lesion
resolution. In this group, 36 patients were included. Of these, mean age at disease
onset was 15.3 years, 7 (19.4%) were male and 29 (80.6%) were female. As
regards the clinical form, there were 34 cases of psoriasis vulgaris and two of
psoriasis guttata, which stabilized in the chronic form of plaques. Twelve patients
(33.3%) had familial history of the disease. Within this group, there were two cases
of linear psoriasis, with nevoid distribution on the lower limbs since the first months
of life, that developed other psoriasiform lesions on the scalp, elbows and knees;
there was good response to topic treatment and they reverted to the linear form'®.

Group Il was composed of 33 patients that developed extensive psoriasis,
PASI higher than 18, difficult clinical control and requiring systemic treatment
during follow up (methotrexate, acitretin and etanercept). The mean age of disease
onset among these was 14.9 years; 14 (42.4%) were male and 19 (57.6%) were
female. As to familial antecedent of psoriasis, 19 (57.6%) were positive. Among
these cases of unfavorable evolution, there were 5 patients with psoriasis vulgaris
who developed psoriatic arthritis, three cases of erythrodermia and 6 patients who
needed anti-TNF therapy such as etanercept, for not responding to other
treatments.

The control group consisted of 70 unrelated blood donors aged between 18
and 53 (mean age 30.9 years), 30 female and 40 male, from the Campinas region
(State of Sao Paulo). Blood samples were collected from these volunteers at the
Hematology and Hemotherapy Center blood bank of the State University of
Campinas. At the time of collection, controls did not show any clinical psoriasis
lesion or family history of the disease.

The study was previously approved by the Human Research Ethics
Committee of the State University of Campinas and informed consent was
obtained from all the participants.

Peripheral blood (10 ml) was collected in sterile tubes containing
anticoagulant. Genomic DNA from both psoriasis patients and controls was
isolated from leukocytes using a salting out procedure’”.
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2.2. HLAclasses | and Il alleles

HLA -A -B -C -DR -DQ alleles were determined using microplates
containing the sequence specific primers (PCR/SSP) (One Lambda Inc., Canoga
Park, CA, USA), according to the methodology developed by Olerup and
Zetterquist'®>. PCR amplification was carried out in 30 cycles that included
denaturation at 94°C for 10 seconds (s), annealing at 59°C for 60s and extension
at 72°C for 30s. PCR products were analyzed by electrophoresis in ethidium
bromide-stained 2% agarose gel. Presence of the specific PCR product was
visualized by means of a UV transilluminator and documented by photographs.

2.3. TNF promoter polymorphisms (SNP)

The TNF promoter polymorphism -308G/A PCR amplifications were
performed using specific primers for the A allele (308A -
ATAGGTTTTGAGGGGCATGA) and for the G  allele (308G -
ATAGGTTTTGAGGGGCATGG)" and the generic primer 3082 -
CAGGGGAAAACTTCCTTGGT?. All reactions were performed using internal
amplification control primers HGBA.S — CGGTATTTGGAGGTCAGCAC, HGBA.A -
CCCACCACCAAGACCTACTT, producing a fragment of 436 bp. The PCR reaction
for the -308 SNP detection was performed in duplicates, each one with only one
specific primer, producing a fragment of 259 bp.

The TNF promoter polymorphism -238G/A PCR amplifications were
performed using specific primers for the A allele (238A -
TCCCCATCCTCCCTGCTCT) and for the G allele (238G -
CCCCATCCTCCCTGCTCC)"® and the generic primer 308.UP —
AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT®. The same internal amplification control
primers HGBA.S and HGBA.A were used and the PCR reaction was performed in
duplicates, each one with only one specific primer, producing a fragment of 175 bp.

For both SNPs, the final volume of the reaction mixture was 10 pl, including
20 ng of genomic DNA, 0.25 mM deoxynucleoside triphosphate (Pharmacia,
Uppsala, Sweden), 3 pmol of one specific primer and of the generic one, 2 pmol of
the internal control primers, 0.75 U DNA polymerase (Invitrogen, Carlsbad, USA),
1x buffer (20 mM Tris-Cl, pH 8.4, 50 mM KCI) and 1.5 mM of Magnesium Chloride
(MgCI2). An Applied Biosystems Thermal Cycler (Applied Biosystems 9700) was
used for all PCR reactions. After an initial denaturation step of 94°C for 5 minutes,
the samples were submitted to 32 cycles of 94°C for 45s, 64°C for 45s and 72°C
for 1 minute, with a final extension at 72°C for 5 minutes. Amplification products
were applied in denaturing vertical 12% polyacrylamide gels, submitted to specific
electrophoretic conditions (250mV/1h), stained with silver and visualized according
to Sanguinetti et af'. The study was carried out at the HLA-Molecular Biology
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Laboratory of the School of Medical Sciences, State University of Campinas, and
Basic and Applied Immunology Laboratory, State University of Sdo Paulo, Ribeirao
Preto, S&o Paulo, Brazil.

2.4. Statistical analysis

The frequency of patient and control group genotypes were estimated by
direct counting and comparison between group pairs by means of the two-sided
Fisher's exact test, with the aid of the GraphPad InStat 3.05 software, which was
also used to estimate the Odds Ratio (OR) and its 95% Confidence Interval
(95%Cl).

Adherences of phenotypical proportions to expectations under Hardy—
Weinberg equilibrium were tested by the complete enumeration method using the
ARLEQUIN 3.1 software®®. To evaluate deviation from the Hardy-Weinberg
equilibrium, we compared observed and expected frequencies by exact X2-test in
patients and controls.

Since both SNPs are physically linked and some samples may present two
heterozygous SNPs, which results in more than one possible haplotype
combination, two computational methods were used to determine the haplotypes of
each subject, without taking into account any prior information: (1) the ELB
algorithm?® implemented by the ARLEQUIN 3.1 software and (2) a coalescence
based method as implemented by the PHASE v2 software®*. The haplotype
frequencies were compared between group pairs as described above.

3. Results
No departures from the Hardy-Weinberg equilibrium were found.

3.1. HLAclasses | e ll alleles

After the allelic frequencies were determined, a comparison of patient and
control frequencies was made and the statistical significance evaluated by means
of the Fisher’s exact test and the OR. It may be observed that HLA B*57, Cw*06,
Cw*12 and DRB1*07 alleles were highly significant, with p-values lower than 0.05
(respectively p=0.006, OR=5.3, CIl:1,4-19,1; p=0.0001, OR=3.9; Cl:2,0-7,6;
p=0.0016, OR=3.8; Cl:1,6-8,9 and p=0.009, OR=2.7; Cl:1,2-5,8). These alleles are,
therefore, considered the main genetic risk factors for psoriasis in the studied
population. The DRB1*04 allele was more frequently found in the normal controls
group, with tendency to statistical significance (p=0.095; OR=0.49; CI: 0,2-1,0). A
protective effect against the disease may be inferred.

Group | and control group were also compared, and the difference for allele
B*57 was statistically significant (p=0.008; OR=5.7; Cl:1,4-22,2). The differences
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between group Il and controls were statistically significant for B*37 (p=0.005; OR=
8.18; Cl:1,6-40,5), Cw*06 (p=0.001; OR=3.64; Cl:1,6-7,8), Cw*12 (p=0.03;
OR=2.9; CI:1,1-7,8) and DRB1*07 (p=0.02; OR=2.9; Cl:1,2-6,8). Finally, when
comparing groups | and Il, allele B*37 was more present in group Il with a
tendency to statistically significance (p=0.03; OR=0.12; Cl:0,01-0,09) (Table 2).

3.2. TNF promoter polymorphisms (SNP)

When patients were grouped according to the TNF genotype, it could be
observed that those with more severe disease manifestations, like erythrodermia or
who needed anti-TNF therapy had TNF-238 G/G and -308 G/G genotypes (Table
1).

At TNF-238 position were found, in patients and controls respectively, the
GG genotype in 48 (69.6%) and 51 (72.9) and GA in 21 (30.4%) and 19 (27.1%).
At TNF-308 position were found, in patients and controls respectively, GG
genotype in 57 (82,6%) and 53 (75,7%), GA in 12 (17,4%) and 17 (24,3%). The AA
genotype was not found. No statistical difference was observed between allele and
genotype frequencies in the studied patient and control groups.

When the frequency of TNF-238 A and G alleles in group | is compared with
those in group Il, a tendency to statistically significant difference between them
was observed. Comparing TNF-238 G/A genotypes, there was statistically
significant difference between the groups (OR 3.21; 95%ClI: 1.06 — 9.71; p=0.04).
TNF -238 G/G genotype and G allele increased frequencies in group Il expresses a
tendency of association to the worst disease prognosis (Table 3).

TNF promoter haplotypes based on the -308 and -208 SNPs were
reconstructed with the use of the ELB and PHASE methodologies resulting in
inferences of TNF haplotype composition of each sample with mean probabilities of
0.975 and 0.974, respectively. Of the 139 individuals submitted to computational
reconstruction, only 6.47% did not have their most probable haplotype constitutions
reconstructed with a probability greater than 99%. Only 6 (4.32%) individuals had
their most probable haplotypes inferred with probabilities of less than 80%.
Notwithstanding that, all samples had the same haplotype combination determined
by both ELB and PHASE, which makes them quite robust and highly reliable
methods. Computationally reconstructed TNF -238-308 haplotype frequencies are
listed below (Table 3). There was no statistically significant difference between
patients and controls.

In several diseases, the association with HLA and clinical manifestation is
different between genders, for example in spondyloarthropathy and HLA-B27. In
the male group, severe forms were seen and 66,4% developed extensive
psoriasis. The Cw*06 allele was positive in 47,6%, TNF 238 G/A genotype was
found in 23,8% and TNF 308 G/A in 19,1%. In the female group, only 39,6% had
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an unfavorable evolution. Cw*06 allele was positive in 54,2%, TNF 238 G/A
genotype was presented in 33,3% and TNF 308 G/A in 16,6%.

4. Discussion

The long-term follow-up of these patients allowed a deeply knowledgement
about the disease and facilitates the characterization of well defined two groups of
different psoriasis evolution.

This study suggests that allele B*57 seems to be associated with milder
disease, while alleles B*37, Cw*06, Cw*12 and DRB1*07 are associated with a
more severe disease course, what is consisted with other Brazilian data.

Psoriasis has a greater impact upon the quality of life and affects the
socialization of both sexes equally®, but severe psoriasis was more frequent in
male patients in this study. In several diseases, the association with HLA and
clinical manifestation is different between gender. Gender-wise analysis in children
with spondyloarthropaties showed that 80% males and 20% of the female patients
were HLA-B27 positive, and the disease was worst in men?. In patients with acute
anterior uveitis, HLA-B27 is associated with earlier systemic disease developing in
males than in females?’. A Brazilian study with psoriatic arthritis showed a
predominance of male gender (59.8%) and negative HLA-B27 (79.4%) patients,
but male gender and the spondylitis subgroup were statistically associated to the
positive HLA-B272%%.

There was no difference in frequency of Cw*06 or other HLA alleles
between male and female groups in this study, but there was a tendency of
significant difference in TNF-alpha - 238 G/A genotype, more frequent in the
female group, the one that was more associated with a mild disease. An interaction
between gender and immunogenetics may influence susceptibility to psoriasis and
other diseases.

Polymorphisms in the TNF promoter region affect production of this
cytokine, although the functional consequence is controversial. TNF-alpha
secretion is mainly regulated by the transcriptional level and there are genetically
determined interindividual differences in this process that have been related to
HLA-DR haplotypes and polymorphisms in the TNF promoter region®*°. A strong
association between polymorphism in the -238 position with psoriasis and psoriatic
arthritis '>*%3! has been described, although this fact was not reproduced in other
studies.

The association of G/A genotypes in SNPs -238 and -308 of TNF-alpha
promoter region with diseases in the Brazilian population was found in several
studies, concerning obsessive-compulsive disorder®, severe forms of chagasic
cardiomyopathy®® and paucibacillary leprosy **%, for example. Other reports on
severe periodontitis *¢%” and pemphigus folliaceus® have not found association.
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REICH et al observed, in an “in vitro” study, that the presence of allele A-
238 (-238*A) was associated with increase in TNF-alpha production in patients with
psoriasis of onset before 40 years of age®. A study with northern Polish population
confirms the association between -238 G/A TNF-alpha promoter polymorphism and
early-onset psoriasis vulgaris and suggests that the -238A variant may contribute
not only to a predisposition to psoriasis vulgaris but also to the disease
phenotype® .

A comprehensive metanalysis evaluated publications of case-control studies
with a good level of scientific evidence, with 997 psoriasis patients and 943
controls studied regarding the TNF-238 G/A polymorphism and 1156 patients and
1083 controls that were studied regarding the -308 G/A polymorphism. It was
concluded that there is a significantly increased risk conferred by the -238 G/A and
A/A genotypes for the development of psoriasis, while the -308 G/A and A/A
genotypes are related to decreased risk. These data should be evaluated in the
different ethnic groups and may be used as biomarkers for psoriasis risk
prediction®'.

The intention of studying genetic particularities of psoriasis and other
diseases is to find practical application of these data to improve approach to the
patient. An example of this is a Swiss investigation that concluded that patients
with TNF alpha -308 G/G genotype present better response to anti-TNF treatment
than genotypes A/A and A/G, independently of the rheumatic disease*’. TNF
inhibiting therapy has a high cost and several side effects, mainly
immunosuppression and risk for severe forms of tuberculosis. It is highly effective
in rheumatoid arthritis but approximately 30 to 40% of patients do not respond well
to the therapy. Therefore, it would be interesting to determine which patients would
have a greater chance of deriving benefits from the treatment. Polymorphisms in
the TNF promoter region may be considered biomarkers for the prognosis or
prediction of therapy response®.

In our Outpatient Clinic, we consider Cw*06 allele as a risk factor marker
mainly for psoriasis patients’ relatives, and preventive measures about
environmental risk factors are applied contributing to minimize the chance of
triggering the disease.

The German group defended that the TNFA -238*A allele is associated with
psoriasis vulgaris in the Caucasian population, while TNFA -308*A may have a
protective effect and be associated to less severe disease; the TNFA -308*A allele
is decreased in psoriatic arthritis patients and may be a marker of more serious
articular involvement**. No statistical difference was found between the total group
of psoriasis patients and controls in the Brazilian population regarding allele,
genotype and haplotype frequencies in the TNF-alpha SNPs -238 and -308.
Therefore, it does not appear to account for risk of psoriasis any better than does
the already known HLA-Cw*06 in the studied population.
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However, this study pointed to a higher TNF-238 G/G genotype frequency in
the group with more severe disease. Moreover, the TNF-238*G allele and also
presented increased frequencies in such group, although not reaching statistical
significance (p = 0.0618; OR = 2.63, 95%Cl: 0.95-7.25). Conversely, the -238A-
308G haplotype was found in reduced frequencies in such group (p = 0.0618; OR
= 0.38, 95%Cl: 0.14-1.05), revealing a protective effect against a bad evolution.

These data do not correspond to those reported for the Caucasian
population, considering that Brazilian population is admixed, and this is the first
consideration about SNPs of TNF-alpha in psoriasis in this population. This finding
might be connected more to the fact that there is admixture with Amerindians®
forcing our results to be similar to the ones from Asian populations. It is necessary
to be admitted that even in admixed populations a genetic identity is self defined
that must be studied for the comprehension of the relation between that population
and auto-immune diseases.

These results encourage new research on the subject with the intention of
better understanding the immunogenetic profile of the Brazilian patients.
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Table 1 - Clinical features of patients with early onset psoriasis in group | and
group Il and according to TNF promoter region genotypes.

TNF-
Psoriasis alpha
Gl Gli -238 -308
GG GA GG GA TOTAL
Age
Mean (y) 15.3 14.9 13.0 17.9 13.4 23.0 15.1

Women, n (%) 29 (80.6) 19 (57.6) | 32(66.7) 16(76.2) 40(70.2) 8(66.7) 48 (69.6)

Men, n (%) 7(19.4) 14 (42.4) | 16(33.3) 5(23.8) 17(29.8) 4 (33.3) 21 (30.4)
PsA 0 5 5 0 2 3 5(7.2)
Erythrodermi 3 3 3 (4.3)
a 0 0 3 0

Biologic 0 6 6 (8.7)
s 6 0 6 0

Fam+ 12(33.3) 19(57.6) | 18 (58,1) 13(41,9) 27 (87,1) 4(12,9) 31 (44.9)
Fam- 24 (66.7) 14 (42.4) | 30(78,9) 8(21,1) 30(78,9) 8(21,1) 38 (55.1)
Gl - - 21 (43.8) 15(71.4) 29(50.9) 7 (58.3) 36 (52.2)
Gl - - 27 (56.2) 6(28.6) 28(49.1) 5(41.7) 33 (47.8)
TOTAL - - 48 21 57 12 69
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PsA: psoriatic arthritis; Biologic: biologic therapy; Fam+: familial antecedent
present; Fam-: familial antecedent absent; Gl: group | of favorable clinical
evolution; Gll: group Il of unfavorable clinical evolution.

Table 2 — Distribution of HLA class | and Il alleles frequencies between psoriasis
patients and controls and group | and group Il and statistical significance.

Alleles Psoriasis  Controls p OR Cl 95%
HLA (N=69) Fa% (N=70) Fa%
HLA-B*13 (07) 5.1 (01)0.7 0.03 9.03 1.09-74.35
HLA-B*37 (08) 5.8 (02)1.4 0.04 517 1.08-24.76
HLA-B*39 (10) 7.3 (03)2.2 0.02 4.35 1.17-16.13
HLA-B*57 (12) 8.7 (03)2.2 0.006 5.3 1.46-19.19
HLA-Cw*06  (36)26.1  (14)10.0 0.0001 3.93 2.02-7.65
HLA-Cw*12  (22)16.0  (08)5.7 0.0016 3.84 1.65-8.93
HLA-
DRB1*04 (10)7.3  (23)16.4 0.095 0.49 0.23-1.09
HLA-
DRB1*07 (22)16.0  (11)7.9 0.009 2.74 1.28-5.87
HLA-
DRB1*11 (31)22.5 (21)15.0 0.02 2.05 1.12-3.77
Gl
(N=36) Fa%
B*57 (08) 11.1 (03)2.2 0.008 5.7 1.46-22.24
Cw*06 (17)23.6  (14)10.0 0.13 278 1.28-6.04
Cw*12 (12)16.7  (08)5.7 0.013 0.3 1.28-8.49
ell
(N=33) Fa% (N=70) Fa%
B*13 (04) 6.1 (01) 0.7 0.037 8.97 0.98-81.92
B*37 (07)10.6  (02)1.4 0.005 8.18 1.65-40.59
Cw*06 (19)28.8  (14)10.0 0.001 3.64 1.68-7.83
Cw*12 (10) 15.1 (08)5.7 0.03 29 1.10-7.86
DRB1*04 (03)45  (23)16.4 0.02 0.24 0.07-0.84
DRB1*07 (13)19.7  (11)7.9 0.02 29 1.21-6.82
Gl Gll
(N=36) Fa% (N=33) Fa%
B*37 (01)1.4  (07)10.6 0.03 0.12 0.014-0.093

Gl: group | of favorable clinical evolution; Gll: group Il of unfavorable clinical

evolution; OR: Odds ratio; 95%CI: 95% Confidence Interval.
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Table 3 — Distribution of G and A allele frequencies; GG, GA and AA genotypical
frequencies, and haplotypes frequencies in TNF -238 and -308 promoter region,
between psoriasis patients and controls and group | and group II.

Psoriasis Statistically
Controls L
Gl Gl Total significant
(n=70) .
(n=36) (n=33) (n=69) Comparisons
TNF-alpha -238
genotypes
GG 21 (58.3)a 27 (81.8) a 48 (69.6) 51 (72.9) a
GA 15 (41.7) 06 (18.2) 21 (30.4) 19 (27.1)
AA 00 (0.0) 00 (0.0) 00 (0.0) 00 (0.0)
TNF-alpha -238 alleles
G 57 (79.2) 60 (90.9) 117 (84.8) 121 (86.4)
A 15 (20.8) 06 (9.1) 21 (15.2) 19 (13.6)
TNF-alpha -308
genotypes
GG 29 (80.6) 28 (84.8) 57 (82.6) 53 (75.7)
GA 07 (19.4) 05 (15.2) 12 (17.4) 17 (24.3)
AA 00 (0.0) 00 (0.0) 00 (0.0) 00 (0.0)
TNF-alpha -308 alleles
G 65 (90.3) 61 (92.4) 126 (91.3) 123 (87.9)
A 07 (9.7) 05 (7.6) 12 (8.7) 17 (12.1)
TNF-alpha -
Gl Gll Total
238 -308
(2n=72) (n=66) (2n=138)
haplotypes
-238A-308A 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 3(2.1)
-238A-308G 15 (20.8) 6 (9.1) 21 (15.2) 16 (11.4)
-238G-308A 7 (9.7) 5(7.6) 12 (08.7) 14 (10.0)
-238G-308G 50 (69.4) 55 (83.3) 105 (76.1) 107 (76.4)

a: p=0.0402; OR = 3.21, 95%ClI: 1.06 — 9.71
Gl: group | of favorable clinical evolution; Gll: group Il of unfavorable clinical

evolution.
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Abstract:

Psoriasis is a chronic inflammatory skin disease of unknown cause but involves the
genes of the Major Histocompatibility Complex (MHC) and environmental factors
such alcoholism, infections, stress and drugs. A total of 572 individuals, first-
degree relatives of 324 psoriasis patients, were enrolled in an orientation program
about environmental risk factors for the disease since 1997. Of these, 13 families
with more than one generation affected, reaching the total of 59 individuals, were
submitted to typing of HLA class | alleles and received more personalized follow-

up. No new cases were observed in the studied families. Prevention measures for
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psoriasis patients and their relatives is an useful approach to getting better the
quality of life of these individuals of high risk for psoriasis.

COMMENTARY

Psoriasis is an autoimmune skin disease with genetic basis associated with
decreased quality of life and increased risk of cardiovascular disease.
Polymorphisms in the MHC region may be mentioned for risk or prognosis in
psoriasis. The intention of studying genetic particularities of psoriasis is to find
practical application of these data to improve approach to the patient.

Interactions between genes and the environment are determinant for the
disease onset. Several environment factors are related to psoriasis onset or
exacerbation. At a site of injury it is possible to develop psoriasis, by local physical,
chemical, surgical or inflammatory stimuli. Streptococcal infection, particularly of
the throat, is strongly associated with acute guttate psoriasis and one-third of the
cases progresses to chronic plaque psoriasis’. The influence of hormones in
psoriasis is controversial, but it is known that puberty and pregnancy may change
the status of the disease.

There are many drugs reported to be responsible for the onset or
exacerbation of psoriasis, like lithium, antimalarials, beta-blocking agents, non-
steroidal anti-inflammatory drugs, angiotensin-converting enzyme inhibitors and the
withdrawal of corticosteroids®. A large case—control analysis on the U.K.-based
General Practice Research Database does not support the current proposition that
beta-blocker use is associated with an increased risk of psoriasis, neither other
antihypertensive drugs®.

Over 60% of patients associates stress with the worsening of the disease.
Alcohol may exacerbate pre-existing psoriasis. Alcohol abuse is a stress response,
a consequence of the cutaneous picture and causes a reduction in therapeutic
measures. Abstinence contributes to remission®. Smoking is associated with
psoriasis onset and 2-fold increased risk of developing severe disease”.

Avoidance of environmental factors may postpone the disease in high-risk
individuals or may decrease the severity of disease flares. But how to select
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individuals at risk, do genetic triage, considering the costs involved, and design
prevention programmes? Psoriasis is more prevalent in family members, a risk that
may reach 25%. Our objective was to demonstrate the 10-years follow-up of a
group of individuals of high risk for psoriasis, first-degree-relatives of psoriasis
patients.

About 324 individuals were assisted at the Dermatology Outpatient Clinic of
the Teaching Hospital, University of Campinas - UNICAMP, Sao Paulo, Brazil, with
clinical diagnosis of psoriasis and were studied in the period from January 1997 to
January 2007. Adding first-degree relatives, 572 individuals were enrolled in a
program, including orientation, risk detection and actions on the main triggering
factors. There are 13 families with more than one generation affected that were
selected for genetic triage, totaling 59 individuals that have been followed for 10
years, of those 34 (56.6%) had psoriasis at the beginning of the follow-up.

The 59 individuals from affected families were submitted typing of HLA class
| alleles. Genomic DNA from patients was isolated using a salting out procedur.
HLA-A -B -C alleles were differentiated using sequence specific primers
(PCR/SSP) (One Lambda Inc., Canoga Park, CA, USA).

The program for psoriasis patients and their relatives is based on education
about the disease. Through each evaluation, information from nurses and doctors
is given to all patients, individually and with their family, including folders
distribution. Specially in children and adolescents, clinical follow-up is based on
detecting and treating infectious focus like amigdalitis.

Clinical follow-up for detecting weight gain, hypertension and dyslipidemia is
done each six monthes. Nutritional orientation and regular physical activity are
stimulated. In special cases, measures against smoking habit and alcohol ingestion
are strongly taken, including prescription of specific medication. In individuals with
unbalanced familiar situation, trouble at work or difficulties in relationships or any
other behavior dysfunction, psychotherapy is suggested. The individuals with the
allele HLA-Cw*06 are clinically followed including psychological support.

In these families, 34 individuals had psoriasis and the mean age of onset of
the disease was 29,9 years, 18 were female and 16 were male. The clinical form
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observed in the relatives was psoriasis vulgaris in 31 patients and psoriasis guttata
in 3 cases. Only one patient relative with psoriasis vulgaris developed a mild
arthritis during the follow-up. The disease in relatives was milder than in the
patients studied, with no indication of systemic treatment in 71% of the cases.

From the 59 individuals, 17 individuals with psoriasis were Cw*06 allele
positive. Six individuals with Cw*6 allele have no disease. During the 10 year-
follow-up period, the incidence of new cases was stable in the studied families until
now. Questionaries about quality of life (DLQI) were applied to patients’ relatives
with and without psoriasis, once a year (2005, 2006 and 2007) and it was observed
an improvement of quality of life even in individuals with no disease.

Psoriasis has a high incidence in the Brazilian population, around 2%, and
the association with genetic markers is a known fact. Class | alleles, HLA-Cw*06, -
B*13, -B*37, -B*39, -Cw*12° and class Il alleles, HLA-DRB3*02 and DRB1*0102’
have already been demonstrated in this population. The association with HLA-
Cw*06 allele is well known, creating a relative risk for severe disease about 10,3 in
Brazilians®.

There is no way to prevent the disease, but it is possible to apply the actual
knowledgement about the disease triggering factors for the follow-up of high risk
individuals, like the psoriasis patients’ relatives. In this study, we demonstrated the
profile of families with more than one member affected by psoriasis and what is
possible to do to improve their quality of life.

Measures to fight obesity, smoking habit and alcohol ingestion should be
strict. Early detection and treatment of infections, mainly in childhood and
adolescence (Streptoccocus, Staphilloccocus, Candida, etc.) might minimize the
possibility of the onset of an undesired immune response®. The use of certain
medications that may trigger the disease, such as lithium and antimalarial, should
be avoided.

It is important to acquire knowledge about psoriasis, increasing the sense of
control over the disease, improving skin care practices and influencing on
psychological impact’. The psychological and personality aspects of the patients
and relatives should be considered in the follow-up. Impulsive behaviour, lack of
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positive effect, alcohol abuse, sadness, helplessness and depression are attributes
frequently associated with disease carriers. Programs for psoriasis should focus on
self-motivation, prevention of addictive behaviour and reduction of stress using
different relaxation techniques.

Using genetic information, like HLA-Cw6 allele and the familiar antecedent,
measures to promote change of habits and lifestyle may be employed in the
attempt to prevent disease triggers or aggravating factors.
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Letter to the Editor

Extensive genetic polymorphism in the haplotype STR-TNF
and HLA class 1 with the onset and evolution of psoriasis
vulgaris

Psoriasis is an inflammatory and autoimmune disease,
clinically characterized by hyperproliferation of epidermis. The
cause of the disease is unknown, but one of its most consistent
associations involves the Major Histocompatibility Complex
(MHC) and triggering factors [1]. Many genes are located in the
MHC region and the most important is the tumor necrosis factor-
alpha (TNF-e). Several polymorphisms, including microsatellites
(Short Tandem Repeats — STR), were identified in the TNF-« gene
found in the MHC class III region. Some studies point cut that
those polymorphisms are related to the production level of the
TNF-o¢ cytokine and that they play an important role in
inflammatory response [2]. In the present study, Brazilian
patients with psoriasis were divided according to onset of
disease and the possible association of haplotypes formed by
markers HLA class I genes and STR-TNF was examined. We
further evaluated their role in relation to the favorable or
unfavorable evolution of the disease. Typing of HLA class I and
TNF {a-e) 5TRs was carried out in 60 patients, between 18 and 80
years of age, assisted at the outpatient dermatology clinic of the
Teaching Hospital, University of Campinas, who were diagnosed
according to defined clinical criteria. Diagnoses and follow-up
were performed by experienced dermatologists. Based on
criteria described by Henseler and Christophers for psoriasis
vulgaris of early and late onset, 38 patients had type I psoriasis
(PsVI} - onset before the age of 40 — and 22 patients had type 1l
psoriasis (PsVII} — onset after the age of 40 [3]. Patients were
chosen at random regarding onset of the disease. The control
group consisted of 60 genetically unrelated individuals between
18 and 53 years of age who were genetically unrelated and
did not show clinical psoriasis lesion and/or family history of
the disease, as well as voluntaries of the Hemotherapy service of
the University of Campinas. Blood samples were obtained from
both psoriasis patients and controls. DNA was isolated by a
salting out procedure [4] and HLA-B and -C alleles were
identified by sequence specific primers (PCR/55P) [5]. The TNFa,
b, ¢, d, and e microsatellite alleles were amplified by PCR using
primers described by Udalova et al. [6] and visualized in
denaturizing polyacrylamide gels, in specific electrophoretic
conditions.

To determine the constitutions of the two haplotypes of each
individual, two different computer methods were used: EM
algorithm, implemented by the HTR program and the PHASE
methed [7]. The frequencies of each haplotype were compared
between group pairs by means of the two-sided Fisher’s exact
test. Computer-aided reconstruction of haplotypes was carried
out in only 66 individuals (39 patients and 27 controls), since only
these subjects had been fully typed for the seven polymorphisms
{TNFa, TNFb, TNFc, TNFd, TNFe, HLA-B and HLA-C}, as no HLAs
blanks had occurred. Although no haplotype formed by the seven
markers occurred with significantly distinctive frequencies, we
would like to point out that six copies (11.5%) of the HLA-B*57
Cw*06 TNFa2 b5 c2 d4 ¢3 haplotype were found among the 26
PsVI patients, while just one copy (1.9%) was found among the 27
controls. Although this is the most frequent haplotype, it was not
found among the 13 PsVII patients (Fig. 1). By means of the Fisher
exact test, a p-value was found when PsVI and healthy controls
were compared (p =0.0579; OR =6.913; 95% CI: 0.802-539.589).
Thus, we may assume that the haplotype HLA-B*57 HLA-Cw*06
TNFa2 b3 c2 d4 e3 is related to PsVI susceptibility; however, a

larger sample size is needed to foster the reliability of this
hypothesis.

Fifty-five out of GO patients were followed up for over 19
years (36 PsVI and 19 PsVII}. Among those, 21 developed a
favorable disease evolution and showed only localized lesions
restricted to at most 30% of their body surface, according to the
BSA (Body Surface Area) criteria. These were controlled by
topical treatment and free of instabilities or arthritis. Thirty-four
patients developed extensive psoriasis that covered over 30%
of their body surface, was difficult to control clinically, and
required systemic treatment (Methotrexate; 8-methoxypsora-
len; Acitretin).

Among the 36 PsVI patients featuring a followed-up disease
development, 11 {30.6%} developed a light clinical picture; only
one of them carries the extended haloptype HLA-B*57 HLA-Cw*06
TNFa2 b5 c2 d4 e3. However, 5(20%) of the 25 (69.4%) PsVI patients
with an unfavorable evolution carry that haplotype. Although no
statistically significant difference was observed {(p=0.6428;
OR =2.500; 95% (lI: 0.256-24.389}, we could notice that the
haplotype HLA-B*57 HLA-Cw*06 TNFa2 b5 c2 d4 e3, in addition to
being related to PsVI susceptibility, showed a tendency towards
being related to the development of an unfavorable evolution,
since 5 of the 6 haplotypes (83.3%)} were found in those patients.
However, a larger sample quantity will be needed to prove that
tendency.

Among the 19 PsVII patients featuring a followed-up disease
development, 10 (52.6%) showed favorable evolution, while only 9
(47.4%) showed an unfavorable evolution; however, the haplotype
HLA-B*57 HLA-Cw*06 TNFaZ2 b5 c2 d4 e3 was not detected in any of
them.

In this study, we showed the association between psoriasis and
the ancestral haplotype 57 {AH.57), previously related with the
disease at highest frequency, composed of two HLA class | genes
and STR-TNF (TNFa2c2d4/HLA-B*57, Cw*06) [8]. These results
have shown susceptibility to the disease. Further, out of 6
individuals who presented AH.57 and the illness, 5 showed
unfavorable evolution. Thus, it is possible to affirm that the AH,
identified in these Brazilian patients, confers susceptibility and
contributes to disease progression. The onset, evolution and HLA
alleles/haplotypes in psoriasis have been discussed in other studies
that suggested association (HLA-B*57, -B*13, -Cw*06, -Cw™*12 and
HLA-B*57 Cw*06, -B*13 Cw*06, -B*39 Cw*12} and prognostic of

12%

10%
8%
6%
4%
2%
|

PsV Total PsV Type | PsV Type II Control

Frequencies of the haplotype
B*57-Cw*06-TNFa2-b5-c2-d4-e3

Fig. 1. Frequencies of the HLA-B*57-Cw*06-TNFa2-b5-c2-d4-e3 hapletype among
PsVI (n =26}, PsVII (n = 13), total group (n = 39) of pseriasis patients (PsV) and the
cantrol group (n=27). The haplotype frequencies were compared between group
pairs using Fisher exact test, with the aid of the GraphPad inStat 3.05 software,
which was alse used to estimate the edds ratie and its 95% confidence interval. PsV
vs. Contrel (p=0.2393; OR=4417 (95% CI: 0.516-37.805)); PsVI vs. Control
(p=0.0579; OR=6.913 (95% CI: 0.802-59.589)); PsVIl vs. Contrel (p=1.00;
OR=0.673 (95% CL: 0.026-17.099)).
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psoriasis [9,10]. The clinical impact of these data may contribute to
the prognosis and disease-specific therapies.
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LETTER TO THE EDITOR

Psoriasis in childhood with total remis-
sion x chronic disease: Clinical applica-
tion of HLA class | markers

KEYWORDS
~ Brazilian-population; early-onset; immunogenetic markers;
~_prognosis; psoriasis

Psoriasis is a recurrent inflammatory dermatosis,
influenced by environmental factors, genetically
determined, which has a multifactorial inheritance
pattern [1]. Childhood psoriasis has distinct char-
acteristics, such as atypical clinical presentation,
tendency to a chronic course and extensive forms. In
approximately one third of the cases, psoriasis
appears in the pediatric age group and spontaneous
remission may be observed in 35.3% [2]. No refer-
ence is found of the epidemiologic profile and HLA
alleles of patients that suffered from psoriasis out-
breaks in childhood but did not have any other sign
of the disease for the rest of their lives. This inves-
tigation had the objective of carrying out a pro-
spective study of patients who had psoriasis onset up
to 18 years of age, evaluated at the moment of
diagnosis and followed for up to 10 years, charac-
terizing them as regards their HLA alleles and cor-
relating this information with the clinical evolution
of the illness.

Thirty-one patients assisted at the outpatient
dermatology clinic, with diagnosis of psoriasis
of onset up to 18 years of age were observed
during the period of January 1995 to January
2005. The diagnosis was based on the clinical pre-
sentation, with lesions in more than 30% of the
body surface area. The control group was consti-
tuted of 160 genetically unrelated individuals,
between 18 and 53 years of age, voluntary blood
donors at the hemotherapy service, with no con-
nection with the patients, and did not present
psoriatic clinical lesions or family antecedents of
the disease.

Blood samples were taken from the patients and
controls. DNA was extracted by salting out method
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[3] and the HLA class | alleles were identified by
DNA/PCR/SSP [4]. The allelic frequencies were
obtained by direct counting. Association between
alleles of patients and controls was made by x* and
Fisher tests.

It was observed that 23 cases (74.20%) were found
among female patients and 8 (25.80%) among male
patients. As to the clinical form, 23 (74.20%) were
psoriasis vulgaris (PV) and 8 (25.80%) were psoriasis
guttata (PG). The HLA-B*13, -B*37, -B*39, -Cw*06
and -Cw*12 alleles had significant frequencies in the
group of patients with early-onset psoriasis, when
compared to controls. In the Brazilian population,
Biral et al. had studied 92 patients with psariasis
vulgaris, type | (onset up to 40 years of age) and type
Il (after 40 years of age) [5]. The HLA-B*13, -B*57, -
Cw*06, and -Cw*12 alleles were significantly
increased in type | psoriasis when compared to
the control group, and only B*13 was significant in
type Il psoriasis [6]. The B*13-Cw"6 haplotypes seem
to have strong association with psoriasis in Brazilians
patients [6,7], and the differences between the
alleles found probably is due to the considered age.

It was found that 16 of the 31 patients (51.60%)
improved in 12 months, with no lesions during the
observation period. Topical therapies were pre-
scribed, like daily sunbaths, moisturizing urea 10%
cream, corticoid creams and tar-derived agents.
HLA-B*13 (p<0.02 and RR=22.71), HLA-B*39
(p <0.03 and RR =4.52), HLA-B*55 (p < 0.04 and
RR=11.29), HLA-Cw*6 (p < 0.001 and RR=7.00)
and HLA-Cw*12 (p < 0.0067 and RR =5.40) alleles
were found to be increased in this group. The 15
other patients (48.40%) presented persistent
erythematosquamous lesions, which showed only
slight improvement with topical treatment and
required systemic therapy, such as acitretin, PUVA
and methotrexate. This unfavorable progression
was observed during the 10-year follow-up. HLA-
B*13 (p < 0.01 and RR = 24.46), HLA-B*37 (p < 0.03
and RR=12.15), HLA-Cw*6 (p < 0.0001 and
RR=10.29) and HLA-Cw*12 (p<0.004 and
RR = 6.00) alleles were found to be increased in
the group of patients that progressed with chron-

0923-1811/530.00 «* 2006 Japanese Society for Investigative Dermatology. Published by Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
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ification of psoriasis. HLA-B*55 and HLA-B*39 were
frequent only in the group of patients that
responded well, suggesting good prognosis, whereas
HLA-B*37 seems to be associated with the more
unfavorable prognosis. These data suggest that
there may be a relationship between the HLA genes
and the prognosis for psoriasis. The increased fre-
quencies of certain MHC alleles are risk or protec-
tion factors for psoriasis, but other immune system
alterations could also collaborate with the onset and
progression of the disease. Consequently, we con-
sider the continuity of the studies in Brazilian
patients with psoriasis necessary to better assess
these associations.
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Linear psoriasis in Brazilian children
and HLA haplotypes

Editor

Psoriasis developing since birth is very rare. We described
two cases of linear psoriasis in Brazilian children and HLA
class I-associated alleles. Typing of patient HLA class I
alleles was carried out in a peripheral blood sample by
DNA/PCR/SSP molecular method.'

A 10-year-old girl presented erythematous and scaly
lesions since birth, first seen on her right foot with upward
progression during the first year of life, as a linear plaque
in her inner right thigh, extending to genitalia and glutei
(fig. 1). The diagnoses of linear lichen or inflammatory
linear verrucous epidermal nevus (ILVEN) were proposed,
and several therapy modalities were tried, with poor results.
Two years later, the child presented new psoriasiform
erythematous scaly plaques lesions on retroauricular
region, neck, and trunk. A histopathologic examination of
the linear lesion and the new lesions of the body displayed
a psoriasiform dermatitis consistent with psoriasis vulgaris.
The alleles found were HLA-A*02, HLA-B*08, HLA-B*35,
HLA-Cw*07, and HLA-Cw*04.

Another patient, a 15-year-old boy, presented a linear
erythematous patch with silvery scales on the inner right
thigh, since the first weeks of life (fig. 2), with no response
to topical treatments. When he was 9 years old, he pre-

fig. 1 A 10-year-old girl with linear plague on the right thigh with psoriasi-
form aspect

© 2007 The Authors
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fig. 2 Linear erythematous scaly lesion on the inner right thigh of a 15
year-old boy.

sented small erythematous scaly lesions in the body. The
diagnosis of psoriasis vulgaris in plaques was defined, cor-
roborated by histopatologic examination. Systemic treat-
ment with psoralen and sunlight was introduced, with
great reduction in the number of lesions, whereas the ini-
tial lesion on the right thigh remained stable. HLA class I
alleles were HLA-A*03, HLA-A*0l, HLA-B*58, HLA-
B*27, HLA-Cw*07, and HLA-Cw*02.

There are several reports of patients presenting linear
psoriasiform dermatitis since first days of life, in whom,
some years later, classical psoriasis vulgaris developed and
there are also a few case reports of linear psoriasis that dis-
seminated along Blaschko lines.** Among the differential
diagnoses are the overlap of epidermal naevus and psoriasis
through an isomorphic phenomenon and the inflammatory
epidermal naevus. In a previous study of 23 ILVEN cases,
a predominance of unilateral distribution on the legs,
thighs, and glutei was found, as much as onset up to
6 months of age and preponderance in males in 16 cases.”
There are no data in the literature that we could investi-
gate showing a relationship between linear psoriasis and
HLA class 1 alleles. In early-onset psoriasis, studies with
different populations have shown alleles HLA-B*13 and
HLA-Cw*06 to be the most frequent.” We found, in Bra-
zilian psoriasis patients, the alleles HLA-B*13, HLA-B*37,
HLA-B*39, HLA-Cw*06, and HLA-Cw*12 to be more
strongly associated with psoriasis of onset up to the age
of 18 years.”® The HLA class I alleles findings in the
patients with linear psoriasis differ from those in early
onset psoriasis. They most probably present cellular
mosaicism of embryological origin and a certain group of
cells react differently from the others, due to chromosomal
abnormalities.”
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Gabapentin treatment for notalgia
paresthetica, a common isolated
peripheral sensory neuropathy

Editor

Notalgia paresthetica (NP) is a common, albeit infrequently
reported, isolated peripheral sensory neuropathy. It is a
model example for a number of neurogenic/neuropathic
itches.! NP is characterized by pruritus on the back that
may be associated with paresthesia, hypesthesia, or pain.
It is usually, but not always, asymmetrical and tends to
occur within the distribution of spinal nerves T2-T6.2
Current therapies for this condition are not always
effective. Here, we report the case of a patient with NP
that was responsive to treatment with gabapentin.

An 82-year-old man was referred for evaluation of an
intense, severe burning itch located in the mid-scapular
region of the upper back in November 2003. He also noted
itching localised to the extensor aspects of both arms. His
medical history was significant for spinal stenosis, status
post-corrective surgery in June 2003. The itch developed
after the surgery. He denied any constitutional symptoms.
Physical exam was unrevealing. CBC with differential,
basic metabolic panel, thyroid-stimulating hormone, and
chest X-ray were all normal, save for a slight normocytic
anaemia. A diagnosis of NP with coincidental brachioradial
pruritus (BRP) was made, and he was given hydrocorti-
sone/pramoxine (2.5%) ointment for symptomatic relief.
He returned in December 2003 without improvement. At
this time, he was offered treatment with capsaicin but
declined additional topical therapy. Instead, he requested
‘pills” to treat his condition. He was given gabapentin
(300 mg) to take at bedtime. After 1 month of treatment,
the scapular itch improved, and his arm itching was gone.
Gabapentin was increased to 600 mg at night. In May
2004, he called and stated that the itch had completely
resolved until he ran out of gabapentin, at which point the
pruritus returned to its original severe intensity in the
scapular area only, consistent with isolated NP. He was re-
started on gabapentin (600 mg) at night, and once again,
the pruritus resolved. He again stopped the medication in
October 2004, only to have the itch return once more.
Gabapentin, at 600 mg nightly, was prescribed, and the
pruritus cleared again. As of April 2005, he continued to
be free of itching on 600 mg gabapentin at night.

Recent evidence implicates dorsal spinal nerve impinge-
ment or injury in the pathogenesis of NP.” Given its presumed
neural origin, many of the treatments for NP are thought
to work at a neuronal level. Topical corticosteroids are
generally ineffective unless secondary inflammation is
present. Corticosteroids do stabilize membranes and con-
tribute to suppression of ectopic neural pacemaker activity;

© 2007 The Authors
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Association of HLA-A, -B, -C genes

and TNF microsatellite polymorphism
with psoriasis vulgaris:

a study of genetic risk in Brazilian patients

This study investigated the genetic association of HLA class I genes and
TNF-o microsatellites. HLA-A, -B, -C typing was carried out in 92
psoriasis vulgaris patients and 160 healthy individuals using a PCR-SSP
method. 70 patients and 71 controls were typed for five microsatellite
polymorphisms, TNFa-e. HLA-B*13 Cw*06, HLA-B*57 Cw*06 and
HLA-B*39 Cw*12 haplotypes were found to be increased in patients
with psoriasis type 1 when compared to controls, which could determine
the susceptibility to development of psoriasis. TNFa4, TNFb1, TNFel
and TNFa2 bl ¢2 d4 el haplotypes showed a decreased frequency
(p < 0.05) in psoriasis patients when compared to controls. HLA-B*13
allele and HLA-B*13 Cw*06, TNFal 1 b4 c1 d3 e3 haplotypes showed
increased frequencies (p < 0.05) in patients with type 11 psoriasis, which
suggests susceptibility to the onset of psoriasis. Our results detected
polymorphisms of the HLA class I and microsatellite TNF locus which
could be markers of genetic predisposition to the disease.

Key words: Brazilian patients, genetic predisposition, HLA-A, -B, -C
genes, microsatellites TNF, psoriasis vulgaris, risk haplotypes

order characterized by hyperproliferation and re-

cruitment of T lymphocytes and mononuclear cells
in affected skin [1, 2]. It is characterized by abnormal
proliferation and complex alterations in epidermal differ-
entiation, as well as a high number of biochemical, immu-
nologic, inflammatory, and vascular abnormalities. Distri-
bution of psoriasis in the world population varies according
to ethnic groups and geographical locations, with a peak
prevalence of approximately 2% of the population [3].
Among the Brazilian population, approximately 3 million
individuals are affected, although the prevalence rate of the
disease has not been precisely determined and probably lies
between 2% and 3%. The onset of disease is called type 1
before the age of 40 and type 11 after the age of 40, which
leads to the hypothesis that there are in fact two forms of
psoriasis [4]. The cause of psoriasis is unknown, but its
mode of inheritance is currently considered to be multifac-
torial. One hypothesis refers to a genetic predisposition,
which implies the effect of diverse genes and includes
several triggering factors, which in turn play an important
role in the expression of the disease [5-7].
A high number of studies have demonstrated that genes,
particularly those contained within the major histocompat-
ibility complex (MHC), on chromosome 6, confer suscep-
tibility to psoriasis and influence disease development [8].
Several associations have been related to increased fre-
quencies in HLA class I and 11 among patients of different
ethnic groups [9-12]. Alternatively, the association of the

P soriasis vulgaris is a chronic inflammatory skin dis-
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HLA molecules in psoriasis may be indirect and caused by
linkage disequilibrium with a possible gene located some-
where else on chromosome 6 [13]. Many genes also located
in the HLA region and whose products also suggest in-
volvement with the pathogenesis of psoriasis include either
the tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) or beta (LT-¢ or
TNE-B) [14]. Tumor necrosis factor-alpha (TNF-o) is a key
pro-inflammatory cytokine in the development of psoriasis,
with strong biological activity. Its is regulated by the TNF
gene cluster which displays a high level of polymorphism
[15, 16] and is encoded within the class 11l region, on
chromosome 6, with a length of 250kb centromeric to the
HLA class genes. TNF loci are 12kb in length, contain
several polymorphic areas, and include five microsatellites
(Short Tandem Repeats- STR), TNFa, b, ¢, d and e [17].
The possible associations of HLA class 1 gene polymor-
phism with the five microsatellite markers in the TNF locus
have been examined in different populations and results of
different studies have shown strong linkage disequilibrium
between certain alleles of these microsatellites and both
MHC class 1 and class 11 loci [18]. Therefore, alleles from
physically linked polymorphic loci that occupy a small
chromosomal extension form useful haplotypes to infer
population background, as well as for disease association
studies [19].

The goal of the present study was to analyze involvement of
the HLA class 1 region genes and TNFa microsatellites,
regarding genetic predisposition to psoriasis vulgaris.
Therefore, we evaluated the distribution of HLA-A, -B, -C
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alleles and haplotypes as well as TNFa, b, ¢, d, e microsat-
ellites in a group of patients with psoriasis vulgaris and a
control group to define the associations involved with ge-
netic risk factors for psoriasis vulgaris in Brazilian patients.

Patients and controls

Typing of HLA class 1 was carried out in 92 patients with
psoriasis, diagnosed according to clinical criteria [20]. The
41 males and 51 females aged between 10 and 80 attended
the Dermatology Ambulatory Department of the Teaching
Hospital, School of Medical Sciences — State University of
Campinas and were recruited between March 2002 and
March 2003. All patients came from Campinas (State of
Sdo Paulo), a city located in the southeastern region of
Brazil. Seventy patients had type 1 psoriasis and 22 patients
type 11 psoriasis. Patients were chosen at random regarding
onset of disease. Of the 92 psoriasis patients, 49 type I and
21 type 11 (a total of 70 patients) were studied regarding the
five microsatellite markers in the TNF locus.

The control group consisted of 160 individuals aged be-
tween 18 and 53, 91 males and 69 females, from the region
of Campinas. Blood samples were collected from unrelated
blood donors and volunteers from the blood bank of the
Hematology and Hemotherapy Centre of the State Univer-
sity of Campinas and typing of HLA class I genes was
carried out. Of those 160 controls, 71 were chosen in order
to study the five microsatellite markers in the TNF locus.
The study was carried out and samples were obtained with
the informed consent of patients after approval by the
Research Ethics Committee.

Typing of alleles was performed at the Transplantation
Immunogenetic Laboratory, Teaching Hospital, Division of
Clinical Pathology, School of Medical Science — UNI-
CAMP, which is accredited to perform clinical HLA typing
by Brazilian organizations Integrated Health Service
(Servigo Unico de Satide-SUS) and the Brazilian Associa-
tion of Histocompatibility (ABH).

Genomic DNA extraction from peripheral blood
leukocytes

Ten milliliters of heparinized blood were obtained from
both psoriasis patients and controls. Genomic DNA was
isolated from leukocytes in anticoagulated blood using a
salting out procedure [21], precipitated with isopropyl alco-
hol and resuspended in sterile water. The DNA concentra-
tion (optical density 260) and purity (optical density
260/280) were determined using a spectrophotometer. The
DNA obtained had a 1.6-1.8 degree of purity and was
suitable for polymerase chain reaction (PCR) analysis.

PCR/SSP typing

HLA-A, -B, -C alleles were differentiated at a medium
resolution level in both psoriasis patients and controls using
microplates with 96 wells containing the specific sequence
primers (PCR/SSP) (One Lambda Inc., Canoga Park, CA,
USA), 21 reactions for HLA-A specificities, 36 reaction
specificities for HLA-B allele and 14 reactions for HLA-C
allele, according to the methodology developed by Olerup
and Zetterquist [22]. Amplification was carried out in 30
cycles for the PCR, that included denaturation at 94 °C for
10s, annealing at 59 °C for 60 s and extension at 72 °C for

524 e

30s. PCR reaction was analyzed by electrophoresis in
ethidium bromide-stained 2% agarose gel. Presence of the
specific PCR product was visualized by a (UV) transillu-
minator and documented by photographs.

TNF microsatellite

The TNFa, b, ¢, d and e microsatellite alleles were ampli-
fied using PCR with primers according to Udalova [23]
(table 1). An Applied Biosystems Thermal Cycler was used
for all PCR reactions and a general set of conditions and
reagents was used for amplification of all loci. The total
reaction volume for each sample was 21 pL for all ampli-
fications; for PCR, we used 2 pL (100 ng/uL) of genomic
DNA, 10X PCR buffer, Mgcl2 (50 mM), 20 mM for each
dATP, dCTP, dGTP and dTTP, 0.2 uM for each 3’ and 5’
primer and 0.10 pL for Taq Polymerase (5 U/uL). Amplifi-
cation was carried out in 30 cycles for the PCR of the TNFc
and the first PCR of the TNFa and TNFb loci, as described
by Udalova [23], with small modifications in the amplifi-
cation programs. Each cycle consisted of denaturation at
94 °C for 60 s, annealing at 61 °C for 60 s and extension at
72 °C for 60 s. PCR of the TNFd and TNFe loci and the
second PCR of the TNFa and TNFb loci consisted of 34
cycles. Each cycle consisted of denaturation at 94 °C for
50 s, annealing at 60 °C for 30 s and extension at 72 °C for
40 s. To visualize amplified products, samples were applied
in denaturizing vertical gels of acrylamide (12%), submit-
ted to specific electrophoretic conditions for each locus and
visualized according to Sanguinetti [24].

Statistical analysis

Allele frequencies (AF) were calculated using the follow-
ing formula: AF (%) = (0/2N) x 100, where n = sum of a
particular allele and N = total number of individuals.

To determine the constitutions of the two haplotypes of
each individual, two different computer methods were
used: the algorithm EM [25], implemented by the HTR
program [26], and the PHASE method [27]. Intrapopula-
tion haplotype diversity evaluations and exact tests to dif-
ferentiate between the sample groups based on haplotype
frequencies were carried out using the arlequin software
program [28]. To verify the presence of alleles and haplo-
types in significantly distinct frequencies among the exam-
ined groups, the frequencies of each allele and haplotype
were compared between group pairs (PsV 1 vs. Control;
PsV 1l vs. Control; PsV total vs. Control), using Fisher

Table 1. Primers used for TNFa microsatellite typing

Primer 5-3

TNFa GCC TCT AGA TTT CAT CCA GCC ACA
CCTCTCTCCCCTGCAACACACA

TNFb GCA CTC CAGCCTAGG CCACAG A
GTG TGT GTT GCA GGG GAG AGA G

TNFc GGT TTC TCT GAC TGC ATC TTG TCC
TCATGG GGA GAA CCT GCA GAG AA

TNFd AGA TCCTTC CCT GTG AGT TCT GCT
CAT AGT GGG ACT CTG TCT CCA AAG

TNFe GTG CCT GGT TCT GGA GCCTCTC
TGA GAC AGA GGA TAG GAG AGA CAG

Udalova (1993).
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Table 2. Distribution of frequencies (%) of HLA-A, -B, -C alleles, in psoriasis vulgaris patients and in controls

Allele Psoriasis Control Allele Psoriasis Control Allele Psoriasis  Control
HLA-A* N=92 N =160 HLA-B* N=92 N=160  HLA-Cw* N=92 N =160
nAF(%) nAF (%) nAF(%)  nAF (%) nAF(%) nAF (%)
“01 12(65) 30(9.4) *07 09 (4.9) 26(8.1) *01 07(3.8) 09 (2.8)
*02 42(22.8) 83(25.9) 08 08 (4.4) 19(5.9) *02 06(3.3) 12(3.8)
*03 14(7.6) 25(7.8) *13 12(6.5) 01 (0.3) *03 10(54) 27(84)
11 03(1.6) 154.7) *14 073.8) 18 (5.6) *04 24(13.1)  46(144)
#23 04(22) 0722) 15 13(7.1) 33(10.3) *05 052.7) 16 (5.0)
*24 16(8.7) 319.7) *18 08 (4.4) 12 (3.8) *06 0017 16 (5.0)
5 00 (0.0) 02 (0.6) ) 00 0.0) 00(0.0) *07 26(14.1)  54(169)
6 07(3.8) 1 (34) 7 07(3.8) 06(1.9) *08 07(3.8) 27(8.4)
29 02(1.1) 09 (2.8) 35 16(8.7) 28(8.8) *12 23(12.5) 1547)
30 12{6.5) 13@.0) *37 0527 02(0.6) #14 03(1.6) 11 (34)
*#31 02(1.1) 09 (2.8) 38 0527 0722) *[5 0422) 17(5.3)
#32 052.7) 12(3.8) *39 12(6.5) 11(34) *16 03(1.6) 14(44)
#33 04(2.2) 11 34) *40 03(1.6) 08 (2.5) *17 03(1.6) 09(2.8)
*34 00(0.0) 05 (1.6) 4] 03 (1.6) 03(0.9) *18 04(2.2) 01(0.3)
*36 01 (0.6) 03 (0.9) 42 01 (0.6) 06(1.9)
66 02(1.1) 01 (0.3) *44 06(3.3) 33(10.3)
*68 07(3.8) 19(5.9) 45 01 (0.6) 06(1.9)
74 00(0.0) 03 (0.9) *47 02(1.1) 03(0.9)
43 00 (0.0) 02(0.6)
49 05(2.7) 0702.2)
*50) 06 (3.3) 03(0.9)
#51 09(49) 23(1.2)
52 04(22) 07(2.2)
53 04 22) 03(0.9)
#55 03(1.6) 02 (0.6)
#56 01 (0.6) 00 (0.0)
*57 16 (8.7) 06(1.9)
58 07 (3.8) 09(2.8)
*67 00 (0.0) 01 (0.3)
*73 01 (0.6) 00 (0.0)
78 00 (0.0) 010.3)
*81 01 (0.6) 01(0.3)
*82 00 (0.0) 01(0.3)

AF (%) = (n/2N) x 100. n = sum of a particular allele. N = total number of individuals.

exact test (GraphPad in Stat, v. 3.0). The corrected p-value
(pc) was obtained by multiplying the P-value by the number
of measured alleles detected at each locus. A level of
pc < 0.05 was accepted as statistically significant.

Results

Analysis of HLA class I alleles (HLA-A, -B, -C) using
PCR/SSP

Frequency distribution of alleles found in our 92 psoriasis
patients and 160 controls are shown in table 2. Significant
differences in frequencies were found in four alleles: HLA-
B*13 (6.5% in psoriasis patients vs. 0.3% in controls,
pc=0.003, OR = 22.3), HLA-B*57 (8.7% in psoriasis pa-
tients vs. 1.9% in controls, pc = 0.02, OR =4.9), HLA-
B*44 (3.3% in psoriasis patients vs. 10.3% in controls, p =
0.005, OR = 0.29), HLA-Cw*06 (21.7% in psoriasis pa-
tients vs. 5.0% in controls, pc =0.001, OR =5.3), HLA-
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Cw*12 (12.5% in psoriasis patients vs. 4.7% in controls,
pc =0.03, OR = 2.9 (table 3).

Assessment of allelic frequencies and significance in type I
and 1l psoriasis patients showed that HLA-B*13, -B*57,
-Cw*06, and -Cw*12 alleles were significantly increased in
type 1 psoriasis (p < 0.05) when compared to the control
group; in type 11 psoriasis, HLA B*13 allele was statisti-
cally significant (pc = 0.003, OR = 31.9) (1able 3).

HLA Class I haplotypes

Haplotype frequencies were obtained through calculated
probabilistic estimates. HLA-B*57 Cw*06, HLA-B*13
Cw*06 and B*39 Cw*12 haplotypes showed increased
frequencies in the total psoriasis group and type 1 psoriasis
patients when compared to the control group (table 6).
Only the HLA-B*13 Cw*06 haplotype showed increased
frequencies in type 1l psoriasis patients when compared to
the controls (table 6).

— 525

240



Table 3. Distribution of frequencies (%) and statistical significance in HLA-A,-B, -C alleles among the total group of psoriasis

patients, type I and type II psoriasis patients, and controls

PsV Total Control P pc OR
Alleles HLA N=92 N =160

n AF (%) n AF (%)
HLA-B*13 12(6.5) 01 (0.3} < 0.0001 0.003 223
HLA-B*44 06(3.3) 33(10.3) 0.005 ns 0.29
HLA-B*57 16(8.7) 06(1.9) 0.0005 0.02 49
HLA-Cw*06 40(21.7) 16 (5.0) < 0.000t 0.001 53
HLA-Cw*12 23(12.5) 15@4.7) 0.002 0.03 29

PsV1 Control P pe OR

Alleles HLA N=70 N = 160

n AF (%) n AF (%)
HLA-B*13 08 (5.7) 01(0.3) 0.0004 0.01 19.3
HLA-B*44 05(3.6) 33(10.3) 0.016 ns 0.3
HLA-B*57 15¢10.7) 06(1.9) < 0.0001 0.003 6.3
HLA-Cw*06 35(25.09) 16 (5.0) < 0.0001 0.001 6.3
HLA-Cw*12 18(12.9) 15 4.7) 0.003 0.04 3.0

PsV II Control P pe OR

Alleles HLA N=22 N = 160

n AF (%) n AF (%)
HLA-B*13 049.1) 01(0.3) 0.0009 0.03 319

PsV Total = Total group of psoriasis patients. PsV Type I = group of psoriasis Type I patients. PsV Type I = group of psoriasis Type Il patients. Control = control
group of healthy individuals. ns = not significant. p = Fisher value. pc = p-value corrected. OR = Odds ratio.

TNF microsatellite frequency distribution analyses

Table 4 shows allele frequency of the five microsatellite
loci. The TNFa is the most polymorphic one, containing 14
alleles. We detected a decrease in distribution of TNFa4, b1,
el alleles in psoriasis patients (p = 0.03, OR =0.33; p =
0.02, OR = 0.46; p = 0.002, OR = 0.33) respectively, when
compared with controls (table 5), which lose their signifi-
cance after being corrected by the number of investigated
alleles.

Distribution of allelic frequencies and significance in type I
psoriasis patients were found to be decreased in TNFa4, b1,
el alleles; however, type 11 psoriasis patients did not show
any - statistical significance, when compared to controls
(table 5).

TNF microsatellite haplotypes

Frequencies of haplotypes were obtained through calcu-
lated probabilistic estimates. The TNFa2blc2d4el haplo-
type in the total group of psoriasis patients showed de-
creased frequencies when compared to controls (table 6).
However, our results showed increased frequency and sta-
tistical significance of the haplotype TNFallb4cld3e3 in
type 1l psoriasis patients when compared to controls
(table 6).

Discussion

It is now clear that the genetic basis of psoriasis is complex
and that its role varies among patients and their families

Table 4. Distribution of frequencies (%) of TNF microsatellite alleles in patients (N = 70) and controls (N = 71)

TNFa TNFb TNFc TNFd TNFe
Alleles PsV Control PsV Control PsV Control PsV Control PsV Control
1 03(0.02) 06(0.04) 17¢(0.12) 33(023) 85(0.61) 85(0.60) 08(0.06) 07(0.05 12(0.08) 31(02D)
2 28(0.20) 40(0.28)  00(0.0) 01(0.007) 55(039) 57(040) 08(0.06) 05(0.03) 08(0.06) 02(0.0D)
3 03(0.02) 02¢0.01) 15(0.10) 100.07) 53(038) 60(042) 120(0.86) 109 (0.77)
4 06(0.04) 17(0.12) 56(0.40) 50(0.35) 44(0.31)  53(0.38)
5 09(0.06) 03(0.02) 45(0.32) 43(0.30) 22(0.16) 14(0.10)
6 20(0.14)  19¢0.13) 01 (0.007) 04(0.03) 05(0.03) 02(0.01)
7 15(0.10) 12(0.08) 05(0.03) 01 (0.007)
8 01 (0.007) 01 (0.007)
9 06(0.04) 03(0.02)
10 27(0.19)  25(0.17)
8} 11(0.08) 10(0.07)
12 01 (0.007) 00(0.0)
13 09(0.06) 04 (0.03)
14 01 (0.007)  00(0.0)

AF (%) = (n/2N) x 100. n = sum of a particular allele. N = total number of individuals.
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Table 5. Distribution of frequencies (%) and statistical significance in TNF microsatellite alleles among the total group of

psoriasis patients, type I and type II psoriasis patients, and controls

PsV Total Control P OR
Alleles STR-TNF N=70 N=71
n AF (%) n AF (%)
TNFad 06(4.3) 17 (12.0) 0.03 033
TNFb1 17(12.1) 33(23.2) 0.02 0.46
TNFel 12(8.6) 31218) 0.002 033
PsV 1 Control 7 OR
Alleles STR-TNF N=48 N=71
n AF (%) n AF (%)
TNFad 033.1 17(12.0) 0.02 024
TNFb1 12(122) 33(23.2) 0.04 047
TNFel 08 (8.3) 31218) 0.007 032
PsV I Control 7 OR
Alleles STR-TNF N=2 N=71
n AF (%) n AF (%)
TNFad 03 (7.1 17 (12.0) ns
TNFb1 05 (12.0) 33(23.2) ns
TNFel 04(9.5) 31Q218) ns

PsV Total = Total group of psoriasis patients. PsV Type I = group of psoriasis Type I patients. PsV Type Il = group of psoriasis Type II patients. Control=control
group of healthy individuals. ns = not significant. p = Fisher value. pc = p-value corrected. OR = Odds ratio.

(genetic heterogeneity) [3]. Linkage and association analy-
ses have shown that the major histocompatibility complex
(MHC) is the major genetic determinant related to psoriasis
susceptibility and that in the MHC, HLA-Cw*06 is the
allele that shows the strongest association with psoriasis
[2]. Therefore, the linkage disequilibrium of the HLA sys-
tem related to recombination events could modify the hap-
lotypes which contain the HLA-Cw6. The association of
that allele with the HLA-B13 or the HLA-B57 could indi-
cate that those haplotypes, too, play a role in the suscepti-
bility to the disease, or that another gene associated with
psoriasis may be located next to those genes [29].

In the HLA-Cw®6, the replacement of the amino acid alanine
with tyrosine in position 73 was detected at the groove

Table 6. Absolute and relative frequencies of haplotypes which
patients, type I and type II psoriasis patients, and the controls

where binding with the antigen of the HLA-C molecule
occurs [30]. This finding implies that the site where the
binding antigen fits into the groove of the HLA-C molecule
is important for presentation of the supposed antigen asso-
ciated with psoriasis [31]. From the immunological view-
point, an abnormality of the class 1 molecule HLA-Cw6
may result in its being recognized by foreign antigens, with
restriction of class I molecules for T-CD8 cells. Alterna-
tively, it may lead to preferential binding of heterologous
antigens and autologous antigens, or both, with subsequent
recognition by T-CDS cells [32]. When the cells expand,
they begin to respond to autologous peptides, resulting in
an autoimmune disease [33].

showed statistical significance among the total group of psoriasis

Haplotype Frequencies Frequencies P Susceptibility
Absolute  Relative Absolute Relative o
PsvV1 Control
HLA-B*57Cw*06 10 0.0909 2 0.0108 0.001 Susceptibility
HLA-B*13Cw*06 6 0.0545 0 0 0.002 Susceptibility
HLA-B*39Cw*12 8 0.0727 2 0.0108 0.007 Susceptibility
PsV I Control
TNF 6 0.1667 7 0.0565 0.044 Susceptibility
allbdcl d3e3
HLA-B*13Cw*06 2 0.0769 0 0 0.015 Susceptibility
PsV Total Control
TNF 10 0.0847 21 0.1694 0.037 Protection
a2blc2ddel
HLA-B*13Cw*06 8 0.0588 0 0 0.001 Susceptibility
HLA-B*57Cw*06 i 0.0809 2 0.0108 0.002 Susceptibility
HLA-B*39Cw*12 8 0.0588 2 0.0108 0.016 Susceptibility

PsV wtal = group total of psoriasis patients. PsV Type I = group of psoriasis Type I patients. PsV Type Il = group of psoriasis Type Il patients. Control = control

group of healthy individuals. p = Fisher value.
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Studies carried out with TNF microsatellite markers exam-
ined production of TNF-a and pathogenesis of many differ-
ent diseases [34, 35]. Production of TNF-¢, a potent proin-
flammatory cytokine with marked biological activity, is
regulated by the TNF locus, has many polymorphisms and
is involved in inflammatory diseases [ 15, 16]. The polymor-
phisms of the TNF genes can be related to susceptibility or
severity of several groups of diseases. Research on genomic
extension established a strong association of psoriasis with
MHC and especially the ancestral haplotype 57.1 [36]. The
exact role of MHC in the pathogenesis of psoriasis is still
not clear. KALUZA [37] demonstrated that the allele of
promoter TNF-¢, the TNF238.2, which is part of the hap-
lotype B57.1, is often increased in psoriasis patients and is
associated with a significant diminution of the transcrip-
tional activity in vitro. Special attention was given to the
G-A mutation for position —308; however, conflicting re-
sults were reported.

Although the STRs are usually considered to be neutral
evolutionary markers, they have recently been associated
with several biological processes related to genic expres-
sion. It was further suggested that the STRs function as
points of recombination [38] and, depending on their loca-
tion, they can also feature linkage disequilibrium with other
regions of the genome, which would directly influence the
control of the genic expression (e.g. promoter region).
Therefore, the relationship between the polymorphisms
and some diseases may be caused by the direct influence of
the genetic variability on the genic expression or, further,
by linkage disequilibrium of the TNF genes with other
MHC genes.

In the present study, we determined HLA class I genotyping
and the five TNF-o. microsatellite markers. Analysis of
these polymorphic markers, which are associated with both
forms of the disease (type 1 and type 11), allowed us to
suggest the segment associated with susceptibility and pro-
tection against psoriasis in Brazilian patients.

HLA-B*13, -B*57, -Cw*06 and -Cw*12 alleles showed
increased significant frequencies in the total group of pa-
tients with psoriasis and type I psoriasis; however, only the
HLA-B*13 allele was significant in type II psoriasis when
compared to controls. The disease occurs with a much
smaller frequency after the age of 40, when compared to
onset before the age of 40, and with weak correlation with
HLA antigens. However, we must not forget that only a
small sample (n = 22) was examined. A larger number of
individuals with psoriasis should therefore be analyzed in
relation of HLA class I markers to confirm that finding,
which has not been reported in other studied populations.

The HLA-Cw*06 allele shows an important increase in
relative risk for psoriasis in almost all the tested populations
and that important frequency increase occurs in spite of the
differences between genetic groups. In the present study,
the frequency of patients with the allele HLA-Cw*06 was
434% (43.4% of patients with psoriasis compared to
10.0% of the controls, p < 0.0001). A strong linkage dis-
equilibrium between the HLA-Cw*06 and B*13 and B*57
was also established. Haplotypes with those two alleles and
the HLA-Cw*06 are frequently present in psoriasis pa-
tients. Further, HLA-B*13 Cw*06, HLA-B*57 Cw*06 and
HLA-B*39 Cw* 12 haplotypes showed a strong association
with psoriasis, as well as with type 1 psoriasis in the present
research.
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Analysis of the five TNF microsatellite markers in the total
group of patients with psoriasis showed a decrease in fre-
quency of the TNFa4, b1, el alleles as well as of the TNFa2,
bl, c2, d4, el haplotypes when compared to the controls.
The same decreased allele frequency was found in type 1
psoriasis patients. Two haplotypes showed statistical sig-
nificance for type II psoriasis, TNFall b4 ¢l d3 el and
HLA-B*13 Cw*06. These findings were not reported by
any other study on psoriasis type 1. However, it should be
remembered that the present study examined a Brazilian
population constituted by different ethnicities.

The high degree of MHC polymorphism, sequence and
presence of genes vary between haplotypes. The results of
our study show association with susceptibility of HLA class
1 alleles, HLA-B*13, -B*57, -Cw*06, -Cw*12 and HLA-
B*13 Cw*06, HLA-B*57 Cw*06 and HLA-B*39 Cw*12
haplotypes. However, the allele HLA-B*44 showed a di-
minished frequency with statistical significance both for
the total group of patients with psoriasis and for the psoria-
sis type I group. This finding has been previously described
and it has already been suggested that it could be a protec-
tion allele against the disease. The data confirmed findings
of other studies carried out by our laboratory that suggest
that there are genes of susceptibility for HLA class 1 [39].

Associations observed between alleles and haplotypes of
the HLA class 1 and the STR of the TNF suggest a genetic
risk for the disease, but studies should be carried out with a
larger number of samples to achieve total reliability of the
results found in Brazilian patients with psoriasis vul-
garis. W
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Association between psoriasis vulgaris
and MHC-DRB, -DQB genes as a contribution
to disease diagnosis

We analyzed 100 control individuals and 60 patients with psoriasis
vulgaris from the population of Campinas, Brazil. Typification of class 11
HLA alleles (HLA-DRB1-5 and -DQB1) was carried out through the
DNA/PCR/SSP at medium and high resolution. DNA was extracted
through a salting-out procedure: 13 DRBI alleles, 3 DRB3 alleles, 1
DRB4 allele, 2 DRBS alleles, and 5 DQBI1 alleles were identified at a
medium resolution using the PCR/SSP, and 45 DRBI alleles were
identified at a high resolution in analyzed patients. Results showed
associations with psoriasis vulgaris: positive associations HLA-
DRB3*02 (p < 0.05, %* =5.10, RR = 2.14); HLA-DRB1*0102 alleles
(p<0.05, RR =5.44). Negative associations were found for HLA-
DRB4*01 (x>=3.23, RR=0.55) and HLA-DRBI1*1302 alleles
(p < 0.05, RR =0.23). The haplotypes revealed positive association for
HLA-DRB1*0102/DQB1¥05 (p<0.05, RR=544) and HLA-
DRB1*0701/DQB1*03 alleles (p < 0.02, RR =9.00). These findings
suggest a possible association of the DRB1 allele with the group of
patients showing an early onset of the illness, as well as an association
with haplotypes HLA-DRB1*0102/DQB1*05 and HLA-DRB1*0701/
DQB1*03.
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association, triggering factors, Brazilian population
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unknown cause, which is considered to be multifac-

torial and genetically determined [1]. It is clinically
characterized as epidermal hyperproliferation, abnormal
keratinocyte differentiation and inflammation (dermato-
sis), resulting from the infiltration of activated T helper
cells and mononuclear cells into the dermis and epidermis,
as well as by release of proinflammatory cytokines [2-4].
Although the pathogenesis of psoriasis remains elusive, it
has recently been understood as an immunologically T
cell-mediated disease, possibly autoimmune in nature [5].
The clinical phenotype of psoriasis vulgaris, including
chronic plaque lesions, affects 90% of the adult patients. Its
prevalence is between 1% and 2% of the population in
Europe and North America but it is relatively rare among
Blacks, Japanese and South Americans, absent in Eskimos
and rare in Native American Indians [6]. Psoriasis affects
approximately 3 million individuals in the Brazilian popu-
lation, although the prevalence rate of the disease has not
been precisely determined and is probably between 2% and
3%.
The genetic background of the disease, well defined but
complex, has been intensively investigated in thousands of
patients and matched controls, including hundreds of fami-
lies of psoriasis patients and hundreds of twins [4, 7, 8]. Itis
probably polygenic and despite considerable research ef-
fort the genetics of psoriasis remain unclear, with the genes

P soriasis is a common, relapsing skin disorder of

EID, vol. 15, n° 3, May-June 2005

involved located on several chromosomes. Furthermore, its
strongest genetic association is with the HLA class I and
class 11 genes on 6p21, which seem to play a role in disease
susceptibility [9, 10]. The onset of the disease may be
related to activation of TCD4+ cells and their continued
activation through TCD8+ cells, providing a link with the
association between MHC class 1 and class 11 [11].

The association of PsV with HLA antigen was first de-
scribed in 1972 [12]; in 1980 the association of psoriasis
with HLA class I alleles was demonstrated, with HLA-Cw6
as the most highly associated allele [13]. Further evidence
of linkage of psoriasis to HLA-DRB — DQB alleles was
provided by a variety of results in different populations;
the haplotypes HLA-Cw6, HLA-BI13, HLA-B57,
DRB1*0701/%02 and -DQB1*0303 [14] have been de-
scribed in association with psoriasis in different popula-
tions from Europe, Japan, Israel and Brazil.

Our previous studies were based on serological assignment
of HLA class I and class 11 antigens, and we investigated the
association of HLA class 1 and class 11 alleles with early-
onset psoriasis in patients from Campinas (Brazil), com-
pared with the control population [15].

In this study, we used the polymerase chain reaction (PCR)
— sequence-specific primers (SSP) method. This typing has
proved to be sensitive and specific for medium and high-
resolution and we carried out PCR/SSP typing for class 11
-HLA-DRB1/B3/B4/BS5 and -DQBI loci. Therefore, we
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analysed the polymorphism of the HLA-DRB and DQB
alleles and extended haplotype according to age of disease
onset, in Brazilian patients with psoriasis.

Material and methods

Patients and controls

This study included 60 patients with psoriasis vulgaris,
living in Campinas, state of Sdo Paulo, south-eastern region
of Brazil. They were randomly selected and all of them
attended the Dermatology Ambulatory of the Teaching
Hospital, School of Medical Sciences, State University of
Campinas. Thirty-two patients were male (mean age = 51.5
years) and 28 female (mean age = 52.5 years), age range
from 17 to 84 (mean age = 52 years). Patients were fol-
lowed during the period 2002 to 2003.

The diagnosis of psoriasis vulgaris was established accord-
ing to the following clinical criteria:

a) aspect of dermatological lesion (positive spermaceti sign
and positive Auspitz sign after Brocq’s methodical curet-
tage);

b) presence of one to hundreds of lesions in the form of
well-defined erythematous-scaly injuries of several sizes;
¢) location of lesions (limbs, particularly knees and elbows,
scalp, sacral region, genital mucous membranes and mu-
cous membranes of the lips.

The control group consisted of 100 unrelated healthy adults
from the region of Campinas. Blood samples were col-
lected from blood donors and volunteers from the blood
bank of the Haematology and Haemotherapy Centre of the
State University of Campinas (Hemocentro). The sample
consisted of 65 male (mean age = 36.8 years) and 35 female
individuals (mean age = 37.4 years), age range from 19 to
63 (mean age = 37 years). The control panel is representa-
tive of the population of Campinas and corresponds fairly
to the regional distribution of the patient panel.

The study was carried out and samples were obtained with
the informed consent of patients after approval by the
Research Ethics Committee.

Typing of HLA alleles was performed at the Transplanta-
tion Immunogenetics Laboratory — Teaching Hospital, Di-
vision of Clinical Pathology, School of Medical Sciences,
UNICAMP, which is accredited to perform clinical HLA
typing by the Brazilian organizations Integrated Health
Service (Servigo Unico de Satdde — SUS) and Brazilian
Association of Histocompatibility (ABH).

HLA-DR-DQ allele typing —
Confirmation by PCR-SSP

DNA preparation

Genomic DNA was extracted from peripheral blood leuko-
cytes (PBL) using a salting-out method [16].

DNA typing of class II

Class II alleles were amplified by PCR using sequence
specific primers and then typed. The second exons of MHC,
DRB1 and DQB1 genes were amplified by polymerase
chain reaction (PCR) as described by Zetterquist and Ol-
lerup [17], with sequence specific primers (PCR/SSP) sup-

160w

plied by One-Lambda, Inc.-CA, USA. The DNA amplifi-
cation consisted of 30 three temperature cycles that
included denaturation at 94 °C for annealing and 20 cycles
each for 10s at 94 °C, 50s at 59 °C and 30s at 72 °C for
extension. The PCR-SSP kits used were -DR an -DQ me-
dium and high resolution. At specific level I, medium-
resolution typing, HLA-DRBI alleles were determined by
13 primer mixes, -DRB3 by 3 primer mixes, -DRB4 by 1
primer mix, -DRBS5 by 2 primer mixes and -DQB1 by 5
primer mixes. At specific level II, high-resolution typing,
HLA-DRB1 alleles were determined by 224 primer mixes,
-DRB3 by 16 primer mixes, -DRB4 by 1 primer mix and
-DRBS by 7 primer mixes. The PCR product was visualized
using ethidium bromide-stained 2% agarose gel. Presence
of specific PCR products was visualized by UV transillu-
minator and photographically registered [17].

Statistical analysis

Allele and genotype frequencies were obtained by direct
counting and calculated according to the Lamm and Degos
method [18], assuming homozygosity in case of one detect-
able allele. Associations between each allele and each
genotype found in patients and controls were compared by
means of Chi-square or two-tailed Fisher’s exact test. The
level of significance was set to p value < 0.05; corrected
p-values were obtained by multiplying the number of alle-
les tested for each locus. The strength of the observed
associations was estimated by calculating the relative risk
(RR) using the Woolf method, with Haldanes’ continuity
correction. Haplotype frequencies and linkage disequilib-
rium for two-loci haplotypes were calculated by applying
the formula for estimation of population data.

Results

HLA-DRB3, -B4, -BS and HLA-DQBI alleles were deter-
mined for both psoriasis vulgaris patients and healthy con-
trols by the medium-resolution PCR/SSP method or ge-
neric typing, whereas HLA-DRB alleles were determined
by high-resolution or specific typing. Frequencies observed
in typed alleles allowed us to conclude that the population
examined is in Hardy-Weinberg equilibrium.

Allelic and genetic frequencies detected by PCR/SSP
in both psoriasis vulgaris patients and healthy controls

Allelic and genetic frequencies were detected in both
groups examined, by the medium and high-resolution
PCR/SSP methods. 114 DRB1 alleles, 51 DRB3 alleles, 23
DRB4 alleles, 18 DRBS alleles, and 114 DQB 1 were found.
In the healthy control group, 190 DRB1 alleles, 72 DRB3
alleles, 53 DRB4 alleles, 26 DRBS5 alleles, and 190 DQB1
alleles were detected.

Association with HLA-DRB and DQB1 alleles

HLA-DRB3*02 and HLA-DRB1*0102 alleles showed in-
creased frequency in patients when compared to healthy
controls: HLA DRB3*02 (p = 46.7%, ¢ = 29%, ¥2=5.10,
p<0.05, RR=2.14); HLA-DRBI* 0102 (p=10%,
c=2%, p<0.05, RR =5.44), respectively (table 1). We
further observed a decrease in the following allele frequen-
cies in patients when compared to healthy controls: HLA-
DRBI*04 (p=15%, c=35%, ¥*=17.52, p<0.05,
RR =0.33); HLA-DRBI1*1302 (p=3.3%, c¢=13%,
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Table 1. Distribution - HLA-DRBI ¢ DQBI, RR, 7(2, p-value

Controls Psoriasis vulgaris patients :
Gene Allele n( %) frequency n(%) frequency RR p-value
DRB1 *0101 17007 0.0890 5(8.3) 0.0423 0.44 238 0.1570
*0102 2(2.0) 0.0100 6(10.0) 0.0513 544 - 0.0533
*0103 2(2.0) 0.0100 1(1.7) 0.0080 083 - 1.0000
*1501 9(9.0) 0.0460 8(13.3) 0.0688 1.56 0.74 0.3892
*1502 2(2.0) 0.0100 1(1.7) 0.0080 0.83 - 1.0000
*1503 3(3.0) 0.0151 3(5.0) 0.0253 1.70 - 0.6725
*1504 1(1.0) 0.0050 0(0.0) 0.0000 0.00 - 1.0000
*1601 H71.0) 0.0356 3(5.0) 0.0253 0.70 - 0.7444
#1602 4(4.0) 0.0202 3(5.0) 0.0253 126 i 1.0000
*0301 12(12) 0.0619 11(18.3) 0.0962 1.65 1.22 0.2694
0302 1(1.0) 0.0050 1.7 0.0083 1.68 - 1.0000
*0401 8(8.0) 0.0408 2(3.3) 0.0167 040 - 0.3227
*0402 3(3.0) 0.0151 1(1.7) 0.0080 0.55 - 1.0000
*0403 4(4.0) 0.0202 (1.7 0.0083 041 - 0.6511
*0404 7.0y 0.0356 2(3.3) 0.0167 046 - 04854
*0405 8(8.0) 0.0408 1.7 0.0083 0.19 - 1.0000
*0407 1(1.0) 0.0050 0(0.0) 0.0000 0.00 - 1.0000
*0408 2(2.0) 0.0100 0(0.0) 0.0000 0.00 - 0.5283
*0410 1(1.0) 0.0050 0(0.0) 0.0000 0.0 - 1.0000
*0411 1(1.0) 0.0050 2(3.3) 0.0167 341 - 0.5567
*0432 0(0.0) 0.0000 1(1.6) 0.0080 0.00 - 0.3750
*1101 18(18) 0.0945 10(16.7) 0.0870 091 0.05 0.8299
*1102 2(2.0) 0.0100 3(5.0) 0.0253 2.58 - 0.3643
#1103 2(2.0) 0.0100 2(3.3) 0.0167 1.69 - 0.6310
*1104 4(4.0) 0.0202 4(6.7) 0.0338 1.71 - 0.4745
*1110 1(1.0) 0.0050 0(0.0) 0.0000 0.00 - 1.0000
#1118 0(0.0) 0.0000 1(1.7) 0.0080 0.00 - 0.3750
*1201 1(1.0) 0.0050 2(33) 0.0167 341 - 0.5567
*1301 8(8.0) 0.0408 6(10.0) 0.0513 128 0.19 0.6647
*1302 13(13.0) 0.0673 2(3.3) 0.0167 023 - 0.0508
*1303 2(2.0) 0.0100 3(5.0) 0.0253 258 - 0.3643
*1305 1(1.0) 0.0050 1(1.7) 0.0083 1.68 - 1.0000
*1309 1(1.0) 0.0050 0(0.0) 0.0000 0.00 - 1.0000
*1315 0(0.0) 0.0000 1(1.7) 0.0083 0.00 - 0.3750
*1320 0(0.0) 0.0000 1(1.7) 0.0083 0.00 - 0.3750
*1327 1(1.0) 0.0050 0(0.0) 0.0000 0.00 - 1.0000
*1401 5(5.0) 0.0253 3(5.0) 0.0253 1.00 - 1.0000
*1402 2(2.0) 0.0100 0(0.0) 0.0000 0.00 - 0.5283
*0701 20(20.0) 0.1055 11(18.3) 0.0962 0.90 0.07 0.7962
*0801 8(8.0) 0.0408 3(5.0) 0.0253 0.61 - 0.5383
*0804 1(1.0) 0.0050 1(1.7) 0.0083 1.68 - 1.0000
*0809 1(1.0) 0.0050 0(0.0) 0.0000 0.00 - 1.0000
*0816 0(0.0) 0.0000 2(33) 0.0167 0.00 - 0.1392
*0901 2(2.0) 0.0100 2(3.3) 0.0167 1.69 - 0.6310
*1001 2(2.0) 0.0100 4(6.7) 0.0338 350 - 0.1983

p<0.05,RR =0.23) (table 1). In contrast, the HLA-DQBI1
alleles did not show any significant association with psoria-
sis (table 2).

Association with HLA-DRB1 and DQB1 haplotypes

We detected two haplotypes positively associated with pso-
riasis: DRBI1*0102 DQBI*05 (p=10.0%, c¢=2.0%,
p<0.05, RR=544) and DRBI*0701 DQBI1*03
(p=28.3%, c = 1.0%, p<0.02, RR = 9.00), as well as one

EID, vol. 15, n° 3. May-June 2005

haplotype negatively associated with the disease,
DRB1*0405 DQB1*03 (p = 0.0%, ¢ = 7.0%, p < 0.04 and
RR = 0.10) (table 3).

Discussion

The presence of disease genes in the HLA region has long
been suspected on the basis of HLA-association studies
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Table 2. Positive associations found for HLA-DRB, -DQB1
alleles and haplotypes, detected by SSP in Psoriasis vulgaris
patients

:lugg:e associations with HLA-DRB1*0102 and DRB3*02

i

HLA alleles © p-value Relative risk
DRBI1*0102 0.0533 544
DRB3*02 5.10 0.0239 pc = ns 2.14
Positive associations with haplotypes:
HLA-DRB1*0102/DQB1*05

Haplotype p-value Relative risk
DRBI*0102/DQB1*05 0.0533 544
HLA-DRB1*0701/DQB1%03

Haplotype p-value Relative risk
DRB1*0701/DQB1*03 0.0281 9.00

Ns = not significant.

Table 3. Negative associations found for HLA-DRB1 and
-DQB1 alleles and haplotypes, detected by SSP in psoriasis
vulgaris patients

Negative associations with HLA-DRB1¥1302 and DRB1*(4
alleles

Haplotype p-value Relative risk
DRBI1*1302 0.0508 023
DRB1*04 152 0.0061 pe = ns 0.33
Negative associations with haplotype:

HLA- DRB1*0405/DQB1*03

Haplotype p value Relative risk
DRBI*0405/DQB1*03 0.0459 0.00

Ns = not significant.

[19]; nevertheless, the precise genetic basis of HLA asso-
ciation in psoriasis vulgaris has remained elusive. Since
then numerous association studies performed typically
used HLA phenotypes or genotypes as markers [20]. How-
ever, the identification of the genetic course of these asso-
ciations can cause extreme difficulties [21]. Regarding
HLA gene associations, many studies have described in-
creased frequencies of class 1 HLA alleles, and there is
substantial evidence suggesting that psoriasis is strongly
associated with HLA-CW6 in many populations [22, 23].
Because not all patients with psoriasis carry HLA-CW®6, it
has been proposed that class 11 HLA alleles are also in-
volved in psoriasis susceptibility. Choonhakarn, [24] de-
scribes the association of Type 1 psoriasis with the HLA-
DRB1*07-DQB1*03; another research group [25]
demonstrated that HLA-DRB1*0701 and HLA-
DRB1*1401 were significantly increased in a Taiwanese
population.

We demonstrated in a previous report on Brazilian psoriasis
patients that human leukocyte antigen HLA-A1,-A2,
-CW6,-CW7, eHLA-DR7,-DQS5, showed significantly
higher frequencies in psoriasis patients than in healthy
controls. The present study investigated the molecular ge-
netic basis of psoriasis on human chromosome 6, a class 11
region. Our results revealed two positively associated alle-
les in analyzed patients: DRB1*0102 (p < 0.05,RR = 5.44)
and -DRB3*02 (p < 0.02, %> = 4.36, RR = 2.14). Particular
attention was given to the analyzed two-loci haplotypes in
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the group of psoriasis patients and we found that the HLA-
DRB1*0102/DQB1*05  haplotype (p<0.05 and
RR =5.44) and the HLA-DRB1*0701/DQB1*03 haplo-
type (p <0.02 and RR =9.00) were equally and signifi-
cantly associated with psoriasis vulgaris, with a significant
difference to those of the controls. The strong association
found in the HLA-DRB1*0701/DQB1*03 haplotype was
also found in psoriasis vulgaris patients in Germany [26].
We have seen protective MHC alleles and haplotypes in this
study: HLA-DRB1*1302 allele (p < 0.05, RR = 0.23) and
HLA-DRB1*04 allele (x*=6.55, p<0.01 and
RR =0.33), as well as the HLA-DRB1*0405/DQB1*03
haplotype (p < 0.04 and RR = 0.00) were shown to have a
protective effect against the development of psoriasis vul-
garis in the patients examined. The DRB1*0701/DQB1*03
haplotype and the HLA-DRB1*0102/DQB1*05 haplotype
were found in 100% of the patients with an early onset of
the disease (< 40 years old). These data are important due to
the fact that haplotypes containing the DR7 gene play an
important role in psoriasis inheritance and were identified
as high-risk haplotypes in patient groups with early-onset
disease [24]. It seems that the proper interpretation of
association studies strongly depends upon knowledge of
the population structure including the possibility that the
disease allele might have arisen independently on multiple
occasions [27].

In conclusion, the present study allows us to determine
significant  association between HLA-DRB1*0102/
DQB1*05 and HLA-DRB1*0701/DQB1*03 haplotypes
and a group of psoriasis vulgaris patients with early onset of
the disease. Regarding further allelic and haplotype asso-
ciations observed, our data suggests susceptibility genes as
possible triggering factors for the disease. W
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Early-Onset of Psoriasis in
Brazilian Patients:
Support for HLLA-Class I and

Class II Analysis
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A.C. Biral, C.B. Cardoso, R.F. Magalhaes and L.A. Magna

Immunogenetics Transplant Laboratory, Clinical Patthology Departament and
Department of Dermatology, School Medical Science
Campinas State University, Campinas, SP, Brazil

Summary

The heritable nature of psoriasis, the recognition that abnormal immu-
nological responses are involved in the cause of the disease and epide-
miological evidence led to investigations designed to determine whether
the HLA locus of the MHC is involved in the genetic of psoriasis. 55
unrelated patients with psoriasis, with a mean age of 40 years, and 313
healthy controls were typed and we determined the genotypes of the
patients studied. Test for HLA associations with the psoriasis phenotype
were performed by comparison of the HLA phenotypes of the individual
with those of the unrelated local controls by use of 2X2 contingency
tables. The frequencies of HLA-A1 — A2 — B13 — B35 — B57 — CWo06-
CW7 and HLA-DR7-DQ5 were increased in the patient group, p<0,001.
The high frequency of these molecules among patients with age at onset
of 21 or younger suggest that this finding may facilitate the identification
of individuals genetically determined, in which, the presence of this
markers is associated with the characteristics of early onset or recurrence
of the disease.

Introduction

Psoriasis (Ps) is a common, clinically well-characterised inflamma-
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tory, hiperproliferative skin disease, that result partly from chronic
dysregulation of the immune system (Breathnach, 1993). There is in-
creasing evidence that immune system activation plays a central role and
requires presentation of an antigen by major histocompatibility complex
(MHC) class II-positive antigen-presenting cells to CD4* T cells in the
epidermis and the keratinocyte hiperproliferation for the initiation of the
disease (Griffiths & Voorhees, 1996). Studies with identical twins sug-
gest that simple inheritance of the requisite genetic susceptibility factors
is not sufficient for expression of the disease. Environmental factors also
play a role: stress, bacterial infections also contributing to the develop-
ment of the disease (Brandrup et al, 1978).

It has been shown that genetic factors are implicated in its etiology
(Elder et al, 1994) with special human leukocyte antigens (HLA) and a
familial segregation, showing early-onset (Henzeler & Christophers, 1985).

The most consistently reported relative risk has been with HLA-CW6
in many population (Elder et al, 1994) and HLA-CW6 shows the most
pronounced increased despite racial and ethnic differences (Tiilikainean
et al, 1980. Other HLA antigens that are know to be expressed in strong
association with psoriasis included the class I -HLA-A1, HLA-A2, HLA-
B13, HLA-B17, HLA-B57 and the class Il - HLA-DR7 antigen (Henseler
et al, 1992).

A strong association of early-onset psoriasis and expression of the
HLA-class I and class II were observed among patients who tested positive
for certain HLA antigens. These studies have shown that HILLA-A2, B13,
CW6, CW7, DR7 is present in 80,4% - 85,3% of patients with early-
onset psoriasis.

In this context we investigated HLA class I and class II alleles in 55
Brazilian unrelated patients and 343 for class I and 242 for class II
individuals controls. The p value obtained using the two-tailed Fischer
exact test was corrected (pc) according to the number of antigens tested
and comparison made.

Material and Methods

Fifth-five unrelated Brazilian Ps patients seen at the Unicamp — Uni-
versity Hospital in Campinas, Sdo Paulo, Brazil were examined. The
patients group consisted of 30 males and 25 females. 343 for HLA class
IT healthy Brazilian individuals served as controls. After obtaining in-
formed consent, venous blood was drawn from each individual.

HLA typing

Lymphocytes were obtained from heparinized whole blood by Ficoll-
Hypaque density gradient separation. HLA class I (HLA-A,B,C) and
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class II (HLA-DR-DQ) typing was performed by conventional serology,
using anti-HLA sera screened in our laboratory as well as antisera pro-
vided by the Institute de Recherches sur les Maladies du Sang, Univer-
sity of Paris, and the Department of Immunology, EPM, Sdo Paulo,
Brazil, together with commercially available antisera. Typing was per-
formed by a complement-mediated microlymphocytotoxicity assay on
peripheral blood mononuclear cells using purified T cells to detect class
I antigens, and purified B-cells for class II antigens. B cells were isolated
on a nylon wool column as previously described. Cell viability was
assessed by Trypan blue dye exclusion.

Table 1. Frequency (%) of HLA-A, -B and —CW antigen in patients with Psoriasis
(PsV) and Control (c)

HLA-A PsV C HLA-B PsV c HLA-CW PsV C

Al 14(25.4)  19(5.5) B7 509.0) 14(25.4)  CWI1 73127y 20(5.8)
A2 32(58.1) 49(142) B8 3(5.4) 10(181) CW2 472)  823)

A3 6(109) 16(46)  BI3  8(145)  5(1.4) cw3 5(9.0)  22(6.4)
A9 00.0)  5(1.4) Bl4  6(109)  8(23) CW4  14(254) 23(6.7)
Al0 000.0)  4(L.1) BIS 23.6)  4L1) CW5 1(1.8) 18(5.2)

All 11.8)  8(23) B16 000.0)  2(0.5) CW6  22(400) 20(5.8)
A19 23.6)  7(2.0) B17 472)  7(2.0) CW7  19(34.5) 35(10.2)
A23 472)  6(1T) B18 3(5.4) 10(181) CW8 23.6)  7(2.0)
A24  8(145) 18(52) B2l 0(0.0)  2(0.5)
A25 11.8)  5(1.4) B22 0(0.0)  1(0.2)
A26 000.0)  3(0.8) B27 472) 4L1)
A28 1(1.8) 16(46) B35  12(21.8) 19(5.5)
A29 3(5.4)  8(23) B37 472)  3(0.8)
A30 50.0)  41.1) B38 3(5.4)  3(0.8)
A3l 23.6)  1(0.2) B39 472)  5(1.4)
A32 2(3.6)  2(0.5) B40 0(0.0)  3(0.8)
A33 3(54)  3(0.8) B4l 000.0)  2(0.5)
A34 23.6)  1(0.2) B42 000.0)  1(02)
A36 000.0)  1(0.2) B44 5(9.0)  23(6.7)
A66 0(0.0)  0(0.0) B45 1(1.8)  2(0.5)
A68 0(0.0)  1(02) B47 000.0)  1(0.2)
A69 000.0)  1(0.2) B48 0(0.0)  0(0.0)
A74 0(0.0)  0(0.0) B49 23.6)  6(1.7)
B50 472)  1(02)
BSI  9(163) 24(6.9)
B52 23.6)  1(0.2)
BS3 000.0)  2(0.8)
BS4 0(0.0)  1(0.2)
BS5S 000.0)  1(0.2)
BS6 0(6.0) 1.02
BS7  8(145)  4(L1)
BSS8 1(1.8)  2(0.8)
B60 L8  6(L7)
B61 000.0)  1(0.2)
B62 3(5.4)  5(1.4)
B63 000.0)  1(0.2)
B73 0(0.0)  0(0.0)
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Table 2. Frequency (%) of HLA-DR and DQ antigens in patients with Psoriasis (PsV)

and controls (c)

HLA-DR __ PsV S HLA-DQ _ PsV ¢
DR1 7(12.7)  25(103)  DQI1 18(32.7) 59(24.3)
DR2 6(10.9)  23(9.5) DQ2 8(14.5)  16(6.6)
DR3 23.6)  22(9.0) DQ3 8(14.5) 42(17.3)
DR4 3(5.4) 33(136)  DQ4 0(0.0)  2(0.8)
DR5 0(0.0)  3(12) DQ5 9(163)  4(1.6)
DR6 0(0.0)  2(0.8) DQ7  12(21.8) 32(132)
DR7  16(29.0) 16(6.6) DQ8 000.0)  1(0.4)
DRS 0(0.0)  4(1.6)
DR9 11.8)  4(1.6)
DR10 3(5.4)  2(0.8)
DR11  7(127)  22(9.0)
DRI2 0(0.0)  1(0.4)
DR13 472)  7(28)
DR14 000.0)  4(1.6)
DR15 472)  1(04)
DR16 1(1.8)  0(0.0)
DR17 1(1.8)  0(0.0)
DRS2  17(30.9) 74(30.5)
DR53  19(345) 51(21.0)

Results and Discussion

The frequency of HLA-A, -B, -CW, -DR and DQ antigens observed
in patients and control individual is shown in tables 1 and 2.

Regarding the comparisons of HLA frequency between patients and
controls, HLA-A1 and HLA-A2 were present in 25.4% (p<0.001) and
58.1 (p< 0,001) of patients with psoriasis, respectively compared with
5,5% and 14.2% of members of the control group, respectively. The
frequency of HLA-B13 : 14.5% in patients, 1.4 in controls (p<0.001);
HLA-B57, in patients, 15.8% in controls; 1.1% (p< 0,001).

Regarding the comparisons of HLA frequency between patients and
controls, HLA-CW6 and HLA-CW7, HLA-DR7 and HLA-DQS5 anti-
gens were significantly increased. They were present in 25.4% and 58,1%,
40,0% and 34.5% of patients respectively compared with 5.5%; 14.2%,
5.8% and 10.2% of members of the control group, respectively.

The observation of increased frequency of HLA-A1 — A2 — BI13 -
B35 — B57 — DR7 and DQ5 in patients compared to controls suggest a
familial segregation. The presence of a disease gene in the HLA region
has long been suspected, on the basis of the HLA-association studies
(reviewed in Elder et al, 1994). However, the precise genetic basis of
HLA association in psoriasis has remained elusive, as it has in other
autoimmune disorders.

This study also suggests a linkage between psoriasis and HLA. Thus,
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there is a locus contributing to psoriasis susceptibility, located in the
HLA region on chromosome 6p. Moreover, HLA locus or that the dif-
ferent types are due to primary genes on other locations and that HLA
antigens only influence the age at onset is no yet known.

Our material present a significant peak for the HLA antigens at an age
at onset Of 21 years or younger. The difference in frequency of HLA
antigens significantly increased only of the patients had an age at onset
lower than 22 years, indicating an overrepresentation of young ages, and
the difference in frequency among healthy controls illustrates this fact.

In summary this study revealed the positive association of the HLA-
Al, A2, B13, B35, B57, DR7 and DQ5 and the early onset of psoriasis.

Further molecular studies and studying psoriatic families may eluci-
date these genes and may discriminate this specificity to improve the
understanding of such associations.
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Aim: Psoriasis is a chronic inflammatory dermatosis around 2.5% of the Brazilian population.
Polymorphisms in the TNF promoter region, especially replacement of guanine with adenine in
positions -238 and -308, are related to different genotypes. There is higher TNF production and
higher genetic risk in Caucasoid populations, not found in Japanese populations. This study was
to evaluate whether polymorphisms in the TNF promoter region are genetic risk factors for the
occurrence of psoriasis.

Methods: Fifty-one patients who had disease onset up to 18 years of age and 50 controls were
studied. The TNF promoter genes polymorphism was assessed by DNA/PCR/SSP, concerning
the presence of single nucleotide polymorphism (SNP) -308A/G and -238A/G. Overall allele
frequencies were estimated by Fisher test.

Results: In the TNF-238 position were found, in patients and controls, GG genotype in 35
(70.0%) and 37 (72.6%), GA in 15 (30%) and 14 (27.4%) respectively, and AA in none of the
cases. In the TNFA-308 position, the GG genotype was found in 43 patients (86%) and 49
controls (96%), the GA genotype in 7 (15,7%) patients and 2 (4%) controls and AA in none of
the cases. No statistical difference was observed between the patient and the control groups in
this study.

Conclusions: These data suggest that polymorphism of the TNF promoter region, in brazilian
patients with early onset psoriasis, would not be the psoriasis genetic risk factor, and encourages
future investigations.
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1 61_1) PROBING HLA B27/ANKYLOSING SPONDYLITIS IN UAE PATIENTS. Haider M. Al Attia,'
Anitha Santhosh,? Iman Hussein,' Laila O. Abdel-Wareth,® Maha I. Mustafa, Olanpayongan Gumama,?
Marion S. Alvares.? 'Internal Medicine and Rh logy, Mafraq Hospital, Abu Dhabi, United Arab
Emirates; “Immunology and Specialized Testing, Laboratory Medicine Department, Mafraq Hospital, Abu
Dhabi, United Arab Emirates; *Laboratory Medicine Department, Sheikh Khalifa Medical City, Abu Dhabi,
United Arab Emirates.

Objectives: The present study aims to identify HLA B27 frequencies in a cohort of patients referred with a
diagnosis of HLA B27- related disorders.

Subjects and Methods: A total of 257 ples of lated pati were tested for HLA B27 over a
period of five years. Of these, 153 (59.5%) had a clear diagnosis at the time of referral. The patients were
grouped as UAE Arabs (Emiratis; n=57), Expatriate Arabs (other Arabs; n=53), and Asians (n=43).
Microlymphocytotoxicity / Low resolution PCR-SSP methods were used for HLA B27 typing. Statistical
analysis was performed by Fisher's exact test.

Results: HLA B27 was positive in only 4/57 (7%) Emiratis as compared to 13/53 (24%) p=0.016 in other
Arabs and 11/43 (25.5%) p=0.006 in Asians.

There were 22 patients diagnosed with ankylosing spondylitis (AS). In those, |1 (50%) were HLA B27
positive. The B27 AS cases were 0/4 (0%) in Emiratis, 6/9 (66.5%) in other Arabs and 5/9 (55.5%) in Asians.
Therefore, the 50% positivity is purely attributed to the non-UAE AS patients. The Emirati patients with
positive HLA B27 were diagnosed as monoarthritis, uveitis, reactive arthritis and sacroilietis.

Conclusions: Our results suggest that the prevalence of HLA B27 positive patients is significantly low in
Emiratis, paticularly in relation to ankylosing spondylitis. Therefore, HLA B27 positive AS is anticipated to be
present among the exogenous population of patients.

162_1) HUMAN MHC GENE POLYMORPHISM IN RELATION TO BULLOUS PEMPHIGOID AND
PSORIASIS VULGARIS. Renata F. Magalhaes,” Ana Cristina Biral,' Igor H. Morita,> Maria Leticia Cintra,*
Elemir M. Souza,> Maria Helena S. Kruemer.' 'lmmunogenetic Transplant Laboratory, Clinical Pathology,
School of Medical Science, State University of Campinas, Campinas, SP. Brazil; *Dermatology. School of
Medical Science, State University of Campinas, Campinas, SP, Brazil; *Pathological Anatomy, School of
Medical Science, State University of Campinas, Campinas. SP. Brazil.

Classical MHC is densely packed with immunologically important genes and it is known to harbor major
genetic determi for autoi li Thus, i me di such as Bullous pemphigoid (BP)
and psoriasis vulgaris (PV), which in the patients who were the subjects of this study happened concomitantly
and in rare association, were investigated regarding polymorphism of HLA class [ and 11 alleles by means of
DNA/PCR/SSP. A lesion histopathologic exam was also carried out through HE staining. Biopsies revealed,
under immunofluorescence, a subepidermal blister with 1gG deposit in the basal membrane zone, conlirming
the BP diagnosis. There arc descriptions of BP in PV patients where the blisters appear on the psoriatic lesions
or in independent places. In some cases, the therapy used for PV might be the cause. The alleles of the
ancestral haplotype (AH) 8.1, which has been called “autoimmune haplotype™, were identiticd in one of the
patients. The HLA alleles, more frequently associated with BP and PV, vary according to the geographic arca
and ethnic group. Our investigation identificd in patients with a rarc association of PV with BP flare-up,
haplotypes constituted of HLA markers that may assist in the discernment of the pathogenesis and influence
the choice of therapy for p ntion and ol these di
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ASSOCIATION BETWEEN HEPATITIS C VIRUS CHRONIC INFECTION AND HLA-DRBI AND HLA-
DQB1 ALLELES Erika F. Campos,' L.O. Cangussu,? Gisele Rampim,' R. Cabral,” L. Silva,*

Rosangela Teixeira,” M. Gerbase-DeLima.' 'Immunogenetics, Federal University of Sao Paulo, Sao Paulo, SP,
Brazil; *Viral Hepatitis Division, Clinical Hospital, Federal University of Minas Gerais, Belo Horizonte, MG,
Brazil

Aim: The aim of this study was to investigate association between hepatitis C virus (HCV) infection and
HLA-DRBI and DQBI alleles. Considering reports from the literature, our hypothesis (H1) was that HLA-
DRBI1*1101, DRB1*1104 and DQB 1*#0301confer resistance to HCV infection.

Methods: Ninety-nine Brazilian Caucasian individuals with chronic HCV infection were included in the
study: 48 males, 51 females; average age: 51.5 * 12 years; average age at the diagnosis of HCV infection:
26.1=% 11 years. Cirrhosis (F3-F4 METAVIR) was present in 50 patients and the length of disease did not
differ between patients with and without cirrhosis (means of 23.8 and 20.5 years, respectively). HLA-DRBI
specificities (DRB1#1-16) and DRB1*11 and DQB1* alleles were determined by PCR-SSP (One Lambda).
The frequencies observed in the patients were compared to those from a sample of 103 Brazilian Caucasian
individuals from the general population (two-sided Fisher’s test, except for the comparison of HLA-DRB1*11,
DRB1*1101, DRB1*1104 and DQB1*0301 frequencies for which one-sided test was used).

Scope: Phenotypic frequencies of HLA-DRB1#11 were 11.1% and 21.4% in patients and healthy controls,
respectively (p=0.037; OR: 0.46) and no difference of this frequency was observed between patients with
(10.0%) and without (12.2%) cirrhosis. Other HLA-DRBI1 specificities frequencies did not differ between
patients and controls. Concerning DRB1#11 alleles, lower frequencies of DRB1#1101 (7.1 vs 12.6%) and
*1104 (4.0 vs 7.8%) alleles were observed in the patients, although the differences did not reach statistic
significance. A higher frequency of DQB1*0501 was observed in patients (34.4 vs 20.4%, two sided p=0.04).

Conclusions: In conclusion, our results are in line with data from the literature concerning HCV infection
protection conferred by DRB1*11 (DRB1*1101 and *1104 alleles). The possible susceptibility to HCV
infection conferred by DQB1*0501 observed in this study deserves confirmation.

184-P

LINKAGE ANALYSIS IN FAMILIAL PSORIASIS: IDENTIFICATION OF DISEASE ASSOCIATED MHC
ALLELES AND HAPLOTYPES IN BRAZILIAN PATIENTS Ana Cristina Westphal Cheraria Biral,

Renata F. Magalhaes, Celso T. Mendes-Junior, Eduardo A. Donadi, Maria Helena Stangler Kraemer. Clinical
Pathology, State University of Campinas, Campinas, Sao Paulo, Brazil; Dermatology, State University of
Campinas, Campinas, Sao Paulo, Brazil; Medical Clinical, University of Sao Paulo, Riberao Preto, Sao Paulo,
Brazil

Aim: Psoriasis is a chronic inflammatory skin disease and although it is strongly associated with alleles
from the major histocompatibility complex (MHC), the pathogenetic nature of these associations remains
elusive. The objectives of this study were to identify the linkage of psoriasis to HLA markers in families and
compare the major risk alleles/haplotype in these families with those determined by previous case-control
studies in Brazilian patients.

Methods: HLA class [ alleles were identified by DNA/PCR/SSP in 9 families comprising 52 subjects.
Single-locus and multi-locus haplotype associations with psoriasis were evaluated by the transmission
disequilibrium test (TDT).

Scope: Results were observed in the transmission of eleven alleles and two haplotypes from affected parents
to affected offspring, which deviates from random segregation, whereas no more than three alleles and two
haplotypes deviate from random segregation in the two control situations (affected offspring and all offspring)
in which the offspring of unaffected parents are considered. In addition, the transmission of HLA-C alleles
departs from random expectations. HLA-A*03, A*26, B*35, B*57, Cw*04, Cw*06 alleles and A*03, B*57,
Cw*06 haplotype of the thirteen alleles/haplotypes transmitted from affected parents to affected offspring that
deviate from random segregation are overrepresented in the affected offspring when compared with unaffected
sibs.

Conclusions: HLA-B*57, Cw*06 and Cw*12 alleles, as well the A*03, B*57, Cw*06 haplotype found in
this family-based study corroborate previous conclusions obtained by our research group in a case-control
study design. However, the analysis of new families may elucidate which of these alleles actually show a
strong association with the studied disease.
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GENETIC SUSCEPTIBILITY FACTORS IN MHC ASSOCIATED WITH PSORIASIS VULGARIS: A
STUDY OF BRAZILIAN PATIENTS Ana Cristina C. Biral, Renata F. Magalhaes, Isabela J. Wastowski,
Renata Simoes, Eduardo A. Donadi, Aguinalde L. Simoes, Celso Mendes-Junior, Maria Helena Stangler
Kraemer, Department of Clinical Pathology, UNICAMP, Campinas, Sao Paulo, Brazil; Department of
Dermatology, UNICAMP, Campinas, Sao Paulo, Brazil; Department of Genetics, USP, Riberao Preto, Sao
Paulo, Brazil; Department of Medical Clinical, USP, Riberao Preto, Sao Paulo, Brazil

Psoriasis is a chronic infl ory skin di Only few studies were published that correlate psoriasis-
vulgaris with both TNF microsatellites and HLA. We therefore i gated the geneti iation of
polymorphism of both microsatellites (TNFa-¢) and HLA Class I with onset of psoriasis vulgaris in Brazilian
patients. The genomic DNA was extracted from the blood samples of 92 patients with psoriasis and 160
controls using the salting-out method. HLA class I alleles and microsatellites were identified by DNA
amplification, hybridized with specific primer sequences and revealed by agarose and polyacrylamide gels,
respectively. HLA-B*13 Cw*06, HLA-B*57 Cw*06, HLA-B*39 Cw*12 and the extended haplotype HLA-
B*57 Cw*06/TNFa2b5c2d4e3 were found to be increased in patients with psoriasis type I when compared to
controls (p<<0.05). TNFa2blc2d4el haplotype showed a decreased frequency (p<<0.05) in psoriasis patients
(onset of disease not considered) compared to controls. HLA-B*13 allele and HLA-B*13 Cw*06,
TNFal 1bdcld3e3 haplotypes showed increased frequencies (p<<0.05) in patients with type II psoriasis
compared to controls. We identified risk and protection towards disease that were related to haplotypes
constituted by HLA and TNF STR markers in Brazilian patients with psoriasis vulgaris, but the influence of
those haplotypes on the path is of the di remains unknown.

FREQUENCY OF HLA-DRB1*15 HAPLOTYPES LACKING EXPRESSED DRB5* GENE PRODUCTS
Heather Schatz, Paul R. Kawczak, Dawn M. Thomas, Alan R. Smerglia, David Kahle, Derek Good, Maureen
Carr, Daniel J. Cook, Edward J. Ball, Allogen Laboratories, The Cleveland Clinic Foundation Cleveland, OH,

USA

Among DRB1*15 haplotypes, both DRBS* null alleles and haplotypes lacking a DRB5* gene
(“DRB5*Blank”) have been described. Here we summarize our local observation of these haplotypes. Among
a large number of DRB1#1501 individuals we have observed only 3 cases in which a DRB5* gene was
absent. Among 84 DRB1*1502 individuals, 7 (8%) were DRB5*0108N and 3 (4%) were DRB5*0110N, while
the majority were DRBS*0101 (31%) or DRBS*0202 (50%). All three DRB5*0110N individuals were HLA-
B52 and DQB1*0503. All of the DRB5*0108N individuals were DQB1*0501. In an earlier study we found 8
of 116 (6.9%) African American DRB1*1503 individuals were “DRB5* Blank”. We have now observed 26
such individuals with 11/26 (42%) being HLA-B49 and 17/26 being DPB1*1801. Two DRB1*1503, DRB5*
Blank individuals transplanted with DRS51-mismatched donors who developed anti-DR51 antibodies have been
observed. These results indicate that a significant proportion of HLA-DRB1*1502 and DRB1*1503 individuals
fail to express a DRS1 molecule due to the presence of a null allele or the absence of a DRBS* gene. These
haplotypes should be considered in hi ibility testing.
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GENETIC SUSCEPTIBILITY FACTORS IN MHC ASSOCIATED WITH PSORIASIS VULGARIS: A
STUDY OF BRAZILIAN PATIENTS Ana Cristina C. Biral, Renata F. Magalhaes, Isabela J. ‘Wastowski,
Renata Simoes, Eduardo A. Donadi, Aguinaldoe L. Simoes, Celso Mendes-Junior, Maria Helena Stangler
Kraemer, Department of Clinical Pathology, UNICAMP, Campinas, Sao Paulo, Brazil, Department of
Dermatology, UNICAMP, Campinas, Sao Paulo, Brazil; Department of Genetics, USP, Riberao Preto, Sao
Paulo, Brazil; Department of Medical Clinical, USP, Riberao Preto, Sao Paulo, Brazil

Psoriasis is a chronic inflammatory skin disease. Only few studies were published that correlate psoriasis
vulgaris with both TNF microsatellites and HLA. We therefore investigated the genetic association of
polymorphism of both microsatellites (TNFa-¢) and HLA Class I with onset of psoriasis vulgaris in Brazilian
patients. The genomic DNA was extracted from the blood samples of 92 patients with psoriasis and 160
controls using the salting-out method. HLA class I alleles and microsatellites were identified by DNA
amplification, hybridized with specific primer sequences and revealed by agarose and polyacrylamide gels,
respectively. HLA-B*13 Cw*06, HLA-B*57 Cw*06, HLA-B*39 Cw*12 and the extended haplotype HLA-
B*57 Cw*06/TNFa2b5c2d4e3 were found to be increased in patients with psoriasis type I when compared to
controls (p<<0.05). TNFa2blc2d4el haplotype showed a decreased frequency (p<<0.05) in psoriasis patients
(onset of disease not considered) compared to controls. HLA-B*13 allele and HLA-B*13 Cw*06,
TNFallb4cld3e3 haplotypes showed increased frequencies (p<<0.05) in patients with type II psoriasis
compared to controls. We identified risk and protection towards disease that were related to haplotypes
constituted by HLA and TNF STR markers in Brazilian patients with psoriasis vulgaris, but the influence of
those haplotypes on the pathogenesis of the di remains unknown.

74P

FREQUENCY OF HLA-DRB1*15 HAPLOTYPES LACKING EXPRESSED DRB5* GENE PRODUCTS
Heather Schatz, Paul R. Kawczak, Dawn M. Thomas, Alan R. Smerglia, David Kahle, Derek Good, Maureen
Carr, Daniel J. Cook, Edward J. Ball, Allogen Laboratories, The Cleveland Clinic Foundation, Cleveland, OH,
usA

Among DRB1*15 haplotypes, both DRB5* null aileles and haplotypes lacking a DRB5* gene
(“DRBS5*Blank”) have been described. Here we summarize our local observation of these haplotypes. Among
a large number of DRB1*1501 individuals we have observed only 3 cases in which a DRB5* gene was
absent. Among 84 DRB1*1502 individuals, 7 (8%) were DRB5*0108N and 3 (4%) were DRB5*0110N, while
the majority were DRB5*0101 (31%) or DRB5*0202 (50%). All three DRB5*0110N individuals were HLA-
B52 and DQB1*0503. All of the DRB5*0108N individuals were DQB1*0501. In an earlier study we found 8
of 116 (6.9%) African American DRB1*1503 individuals were “DRB5* Blank”. We have now observed 26
such individuals with 11/26 (42%) being HLA-B49 and 17/26 being DPB1*1801. Two DRB1*1503, DRB5*
Blank individuals transplanted with DR51-mismatched donors who developed anti-DR51 antibodies have been
observed. These results indicate that a significant proportion of HLA-DRB1*1502 and DRB1*1503 individuals
fail to express a DRS1 molecule due to the presence of a null allele or the absence of a DRB5* gene. These
haplotypes should be considered in histocompatibility testing.

266

Abstract



s

EBOURNE ¢ AUSTRALIA|

267



-

Abstracts

337

Examining Antigen Presenting Cells and T Cells in
the Tumour Microenvironment

B. Koloska'?, B. Robinson?, D. Nelson'?

1 West Australian Biomedical Research Institute, Curtin
University, Perth, WA, Australia

2 Tumour Immunology Group, University of Western Australia,
Perth, WA, Australia

The infiltration of immune cells into cancer tissue is vital for the
induction of a host anti-tumour immune response. We examined
tumour infiltrating APCs (i.e. macrophages. B cells and DCs). T
cells (CD4™ and CD8™ T cells) and tumour-associated blood
vessels throughout the progression of a murine lung carcinoma
(LLcOVA-9).

FACS analysis showed that DCs, macrophages and B cells.
respectively, represented 14.05 £ 1.67%. 46.06 £ 1.75% and
2.53 + 0.34% of tumour cellularity, whilst CD4 " cells and
CD8" cells represented 3.74 + 0.48% and 3.83 +0.49% of
tumour cellularity, respectively. Hence, APCs account for nearly
66% of the total number of cells within a tumour throughout
disease progression. Immunohistochemistry indicated that most
cell types studied were evenly dispersed throughout the tumour,
except for DCs which appeared in dense clusters of 43.78 =+ 6.098
DCs per 0.05 mm” of tumour. We have found that APCs and T
cells travel in tumour-associated blood vessels. and also, more
importantly, can be located in the tumour bed itself. On further
examination of the tumour milieu. we found DCs connected in a
manner consistent with DC networks and also juxtaposed against
B cells, CDI1b " macrophages and CD8" and CD4 " cells.
Since the tumour is the site where APCs initially experience
antigen and ultimately the site where effector-mediated tumour
cell lysis needs to occur, understanding locally occurring cellular
events could be vital in the design of successful immunotherapeu-
tic schedules.

338

Clinical Correlation of Allogeneic Microchimerism
after Liver Transplantation

M. B. Aratjo’, L. S. Leonardi?, M. |..Leonardi?, I. F. S. Boin?,
E. A. Donadi®, M. H. S. Kraemer"

1 Clinical Pathology, State University of Campinas — UNICAMP
- School of Medical Science, Campinas, SP, Brazil

2 Surgery, State University of Campinas — UNICAMP — School
of Medical Science, Campinas, SP, Brazil

3 Immunology, State University of Sdo Paulo -USP - Clinical
Hospital of the Medical School of, Ribeirao Preto, SP, Brazil

This research investigated the presence of allogeneic microchi-
merism in transplanted patients, the occurrence of acute cellular
rejection and the level of immunosuppression. Microchimerism
was analyzed in 50 patients aged between 15 and 65 years, in the
period from 10 days to 16 months after liver transplantation. by
means of a nested PCR/SSP typing method. The patients

466

clinically suspected of rejection were submitted to liver biopsy.
Microchimerism was demonstrated in 36 (72%) of the 30
patients: of these. only 10 patients (28%) presented rejection
and the remaining 26 (72%) did not show any rejection. Amopg
the patients with microchimerism that presented acute cellul;;r
rejection. 4 received CYA (mean level 164.9 ng ml) and 6 received
FK306 (mean level 8.6 ng ml). In the group of patients with
microchimerism and absence of acute cellular rejection. |2
patients received CYA (mean level 164.4 ng ml) and 14 received
FK3506 (mean level 7.5 ng ml). In the group without microchi-
merism. 03 patients received CYA (mean level 234.1 ng ml) ung
09 received FK306 (mean level 12 ng'ml) after transplantation,
The immunosuppressive regime was very similar when microchi-
merim patients were compared. whether presenting or not acute
cellular rejection. The immunosuppressive level was considerably
lower in microchimeric patients, when compared to others \\'ilhv-
out microchimerism. In conclusion. our data indicate a predictive
value of microchimerism and future protocols bused on this study
may contribute to the evaluation of this phenomenon in the
transplanted without the use of

acceplance  of organs

immunosuppression.
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Ungueal Psoriasis in Childhood: Evolution to
Psoriatic Arthritis and Association with HLA Class |
Alleles

R. F. Magalhaes?, A. C. W. Biral', M. H. S. Kraemer'

1 Clinical Pathology, State University of Campinas-UNICAMP-
School of Medical Science, Campinas, SP, Brazil

2 Medical Clinic, State University of Campinas-UNICAMP-
School of Medical Science, Campinas, SP, Brazil

Immunogenetic markers are important in the diagnostic of
some diseases, such as spondyloarthropathies: but in psoriasis.
which is clinically diagnosed. we still seek a practical applica-
tion for these markers. This study had the objective of carry-
ing out clinical evaluation and 10-year follow-up of ungueal
psoriasis patients with onset before the age of 18. evaluating
the HLA phenotype and associating it with disease evolution.
since there is association between ungueal psoriasis and devel-
opment of articular disease. Eighteen patients younger than 18
years of age, with ungueal psoriasis. assisted at the outpatient
Dermatology clinic, were studied between 1995 and 2005. The
control group was composed of 160 healthy patients who were
blood bank donors. Blood was collected and typing of -HLA
class I alleles was done by DNA/PCR/SSP molecular method.
The results obtained for determination of allelic and genic
frequencies were submitted to direct counting and, for com-
parison of patients and controls, the Chi-square and Fisher's
exact tests were used. The statistically significant HLA alleles
in this group of patients were: HLA-B*13 (p < 0.003 and RR
31.80). HLA-B*37 (p < 0.007 and RR = 15.80), HLA-B*39
(p < 0.04 and RR = 3.87), HLA-Cw*6 (p < 0.00002 and
RR 11.25) and HLA-Cw*12 (p < 0.0006 and RR = 7.20).
These alleles were similar to those found in the group of

Tissue Antigens 66 (2005) 343-604 © 2005 Blackwell Munksgaard
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satients with psoriasis vulgaris of early onset and. in this
observation period. two cases evolved with juvenile psoriatic
arthritis, both were HLA-B*27 positive. The knowledge of the
HLA phenotype of the patient may contribute to the predic-
tion of clinical and evolutive possibilities of psoriasis. Despite
the small number of samples as a consequence of the difficulty
in finding ungueal disease cases in childhood and following the
patients for a long time. the reason for this presentation is to
emphasize the importance of seeking practical utilization for
the study of HLA in psoriasis.

340

Psoriasis in Childhood Versus Psoriasis in
Adolescence - Differences in the HLA Class | Alleles

R. F. Magalhaes?, A. C. W- Biral', M. H. S. Kraemer'

| Clinical Pathology, State University of Campinas-UNICAMP-
School of Medical Science, Campinas, SP, Brazil

2 Medical Clinic, State University of Campinas-UNICAMP-
School of Medical Science, Campinas, SP, Brazil

Two types of psoriasis are described: one of early onset, strongly
associated with immunogenetic markers (85%) such as Cw6, B13,
B17 and B37; and another of late onset. As a group of children
presents wide clinical variability, would the associated HLA
alleles be the same for a group of patients that had the onset of
disease at 2 or at 18 years of age? This study had the objective of
conducting a clinical investigation of psoriasis carriers with onset
of disease prior to the age of 18. evaluate the HLA phenotype and
associate it to the age group of onset of disease. classified as
childhood or adolescence. Patients with psoriasis were investi-
aated between 1995 and 2005. The control group was composed
of 160 healthy patients. Typing of HLA class [ alleles was done
by \DNA/PCR/SSP molecular method. The results obtained for
determination of allelic and genic frequencies were submitted to
direct counting and, for comparison of patients and controls, the
Chi-square and Fisher’s exact tests were used. A group of 14
patients began to present the clinical picture of psoriasis between
2 and 10 years of age. The most prevalent alleles, statistically
significant in this group, were HLA-B*37 (p < 0.03 and
RR = 13.17), HLA-B*39 (p < 0.004 and RR = 13.17), HLA-
B*55 (p < 0.03 and RR = 13.17), HLA-Cw*6 (p < 0.0005 and
RR = 9.00) and HLA-Cw*12 (p < 0.0001 and RR = 16.20).
Another group of 14 patients with onset of the disease between
10 and 18 years of age presented positiveness for HLA-B*13
(p < 0.0016 and RR =43.36) and HLA-Cw*6 (p < 0.0005
and RR = 9.00), but no case of HLA-Cw*12. It may be observed
that the HLA-Cw*12 is more prevalent in the age groups with
earlier onset of the disease. The importance of this study model,
despite the small number of samples. resides in the search for
clinical applications for the study of the HLA alleles.

341

Psoriasis in Childhood with Total Remission versus
Chronic Evolutive Disease: Is Evolution Related to
HLA Class I?

Tissue Antigens 66 (2005) 343-604 © 2005 Blackwell Munksgaard
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R. F. Magalhaes?, A. C. W. Biral', M. H. S. Kraemer'

I Pathological Clinic, State University of Campinas-UNICAMP-
School of Medical Science, Campinas, SP, Brazil

2 Medical Clinic, State University of Campinas-UNICAMP-
School of Medical Science, Campinas, SP, Brazil

Psoriasis is a chronic inflammatory disease that affects 2% of the
global population: it is of multifactorial inheritance, related to the
Major Histocompatibility Complex (HLA). The course of disease
is uncertain, with cases of total remission after a single crisis and
others that become chronic and severe. The objectives of this
study were: carry out clinical evaluation and 10-year follow-up
of psoriasis patients with childhood onset, evaluate the HLA
phenotype and associate it to the course of disease along this
period. Thirty-one patients were studied between 1995 and 2005.
The control group was composed of 160 healthy patients who
were blood bank donors. Blood was collected and typing of HLA
class I alleles was done by DNA/PCR/SSP molecular method.
The results obtained for determination of allelic and genic fre-
quencies were submitted to direct counting and, for comparison
of patients and controls, the Chi-square and Fisher’s exact tests
were used. It was observed that 16 of the 31 patients (51.6%)
presented complete remission of psoriasis after diagnosis and the
first therapeutic approach. The other 15 patients (48.4%) evolved
with worsening of lesions to extensive and treatment resistant
forms. The alleles HLA-B*13 (p < 0.02 and RR = 22.71),
HLA-B*39 (p < 0.03 and RR =4.52), HLA-B*55 (p < 0.04
and RR = 11.29), HLA-Cw*6 (p < 0.001 and RR = 7.00) and
HLA-Cw*12 (p < 0.0067 and RR 5.40) were increased in the
patients that progressed with total remission of lesions, when
compared to the control group of healthy individuals. When the
group that presented total remission is compared with the group
that evolved to chronic forms, no significant differences were
observed between the HLA alleles. It was concluded, through
this preliminary study with a small number of samples, that
there is no significant correlation between the HLA alleles and
possible progression to severe forms of the disease, which would
be useful in the management of these cases.

342

Proinsulin Precedes IGRP in the Hierarchy of
Autoantigens in Autoimmune Diabetes

B. Krishnamurthy’, N. L. Dudek’, H. E. Thomas’, A. W.
Purcell?, A. M. Lew?, L. C. Harrison®, T. W. H. Kay'

1 Diabetes and Immunology, St. Vincent's Institute, Fitzroy,
VIC, Australia

2 Biochemistry and Molecular Biology, The Bio21 Institute,
Parkville, VIC, Australia

3 Autoimmunity and Transplantation Division, The Walter and
Eliza Hall Institute of Medical Research, Parkville, VIC, Australia

Type | diabetes in humans and non-obese diabetic (NOD) mice is
characterised by immune responses against several autoantigens

expressed in the pancreatic beta cell. In NOD mice, proinsulin
and islet specific glucose-6-phosphatase catalytic Subunit related
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