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Resumo

A Estomatite Aftoide Recorrente é uma doenca oral com
incidéncia em 20% da populacao mundial, caracterizada por
ulceras mucosas de cardter recidivante. O diagnostico baseia-
se principalmente na histéria clinica do paciente. Heredita-
riedade pode ser um fator de risco para doenca, entretanto,
os estudos disponiveis nao sao conclusivos quanto aos
resultados obtidos, variando segundo a populacao estudada.
Objetivo: Tipificar moléculas HLA de classe I e de classe Il e
avaliar a frequéncia destas moléculas em pacientes brasileiros,
portadores de Estomatite Aftoide Recorrente, comparando
com grupo controle. Material e Método: Este trabalho
possui um desenho prospectivo, transverso e investigativo.
Foram estudados 31 pacientes com suspeita diagndstica de
Estomatite Aftoide Recorrente no periodo de fevereiro de
2004 a maio de 2006. Os pacientes foram submetidos a pro-
tocolo de exames e, daqueles que obedeceram aos critérios
de inclusao, foi extraido o DNA e realizada a tipificacao
HLA por Reacio de Polimerizacio em Cadeia. Resultado:
Nos pacientes portadores de Estomatite Aftoide Recorrente
do tipo minor encontramos as frequéncias HLA A33 e B35
estatisticamente significantes. Conclusdo: As frequéncias
HLA-A33 e HLA-B35 podem estar associadas a Estomatite
Aftoide Recorrente minor na populacao brasileira.

Correlation between
histocompatibility antigens and
recurrent aphthous stomatitis
in the brazilian population
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Summary

Recurrent aphthous stomatitis is a common oral mucosa
disorder that affects 20% of the world’s population,
characterized by recurring painful ulcers in the mouth.
The diagnosis is primarily based on the patient’s clinical
history. Inheritance may pose as a risk factor for the disease;
however, the studies available are inconclusive as to the
results attained, and they vary according to the population
studied. Aim: to typify class I and class II HLA molecules
and to assess how frequent these molecules are present in
the Brazilian population with Recurrent Aphthous Stomatitis,
compared to healthy controls. Materials and Methods: In
this prospective, cross-sectional and investigative study, thirty
one patients with diagnostic hypothesis of recurrent aphthous
stomatitis were seen from February of 2004 to May of 2006.
We obtained the DNA from those patients who matched the
inclusion criteria and typified their HLA by PCR. Results:
In those patients with Recurrent Minor Aphthous Stomatitis
we found statistically significant occurrences of HLA-A33
and HLA-B35. Conclusion: HLA-A33 and HLA-B35 may be
associated with recurrent minor aphthous stomatitis in the
Brazilian’s population.
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INTRODUCAO

A Estomatite Aftoide Recorrente (EAR) é uma
doenca comum que provoca o aparecimento de aftas
de repeticio na mucosa bucal. Sua incidéncia oscila em
torno de 20% da populacio mundial. E mais frequente
em pacientes do sexo feminino. Apesar da incidéncia
elevada, e virios estudos dedicados ao esclarecimento
de suas causas, desperta enormes controvérsias quanto
a sua etiologia'.

Atualmente, define-se EAR como doencga caracte-
rizada pelo aparecimento de aftas em mucosa oral, de
forma recorrente (quinzenal ou mensalmente), por um
periodo minimo de um ano, tendo seu inicio usualmente
na infincia ou adolescéncia?, sem evidéncia de doenca
sistémica associada. No entanto, alguns autores afirmam
que a incidéncia da EAR € preponderante na segunda
década de vida*".

A doenca usualmente apresenta trés formas clinicas,
baseadas no aspecto e tamanho das ulceracoes: minor, ma-
jor e herpetiforme. A Estomatite Aftoide Recorrente Minor
(EARI) afeta 80% dos pacientes com EAR, e € caracterizada
por tlcera rasa, dolorosa, oval ou arredondada, de diame-
tro menor que Smm. Acomete a mucosa oral nao-quera-
tinizada, especialmente vestibulo, mucosa labial e bucal,
palato mole, lingua e assoalho de lingua. A cicatrizacao das
lesdes ocorre em um periodo de 7 a 10 dias. A Estomatite
Aftoide Recorrente Major (EARj) € a forma mais severa. O
diametro das aftas chega a ultrapassar 1cm, persistindo na
cavidade oral por um periodo superior a duas semanas,
muitas vezes deixando cicatriz. A terceira forma e menos
comum ¢ a Estomatite Aftoide Recorrente Herpetiforme
(EARh) caracterizada por multiplas tlceras, pequenas, de 1
a 3mm de didmetro, e dolorosas, que podem se coalescer,
formando lesdes maiores e irregulares’.

Na génese da EAR, a historia familiar parece ser
importante, e relatos de casos na mesma familia sao en-
contrados em 24% a 46% dos casos®”. Além disso, pacientes
com historia familiar de EAR podem desenvolver udlceras
orais mais precocemente e apresentam quadro mais severo
que aqueles sem antecedentes familiares®. Gémeos mono-
zigotos tém maior probabilidade de sofrerem da doenca
que gémeos dizigotos’.

Uma variedade de associacio ou nao-associacao
de antigenos HLA e EAR tem sido relatada na literatura
médica. A associacao da doenca com HLA-B12 foi des-
crita por Lehner et al." e Malmstrom et al.", porém nio
confirmada por outros autores'*!?. Em grupos de pacientes
de diferentes origens €tnicas, uma significante associacao
entre HLA-DR2 e EAR foi observada'®!,

A fisiopatologia da EAR parece estar ligada a uma
desordem na imunomodulacio®. Os linfécitos parecem
ser as cé€lulas predominantes nas lesoes aftoides, ocor-
rendo uma variacao na propor¢io CD4+ / CD8+ durante

seus diferentes estagios - prodromico ou pré-ulcerativo,
ulcerativo e de cicatrizacao'®!7:18,

O principal papel do complexo principal de histo-
compatibilidade em humanos chamado de Sistema HLA
é apresentar peptideos processados para que sejam reco-
nhecidos pelo receptor da célula T nas diferentes funcoes
imunologicas. Como este reconhecimento se faz a0 mesmo
tempo envolvendo o peptideo e a molécula HLA, peque-
nas variacdes em um destes dois componentes levam ao
reconhecimento imunologico e ao desencadeamento de
ativacao celular e resposta especifica’. Entende-se assim
porque as moléculas HLA estdo diretamente implicadas
no controle genético da resposta imune.

No Brasil, nio temos conhecimento de nenhum
estudo que relacione a tipificacio HLA com EAR. Frente
a isto, o objeto do nosso trabalho foi tipificar moléculas
HLA classe 1 e classe II de pacientes brasileiros portadores
de EAR e comparar com grupo controle composto de 964
brasileiros saudaveis.

MATERIAL E METODO

Material

Este trabalho possui um desenho prospectivo, trans-
verso e investigativo desenvolvido no periodo de fevereiro
de 2004 a maio de 2006. Foi aprovado no comité de ética
e pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sao Paulo sob o n® 876/04.

Grupo De Estudo

O grupo de estudo foi composto inicialmente por
58 pacientes com hipodtese diagnostica de EAR admitidos
no Ambulatério de Estomatologia da Divisao de Clinica
Otorrinolaringologica do Hospital das Clinicas da Facul-
dade de Medicina da Universidade de Sao Paulo.

Grupo Controle

O grupo controle foi composto por uma selecao de
4172 voluntarios brasileiros saudaveis membros do banco
de dados de doadores de medula da Central de Transplan-
te do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo.

Destes foram selecionados apenas um membro de
cada familia, para evitar a presenca de haplétipos, totali-
zando no final 962 individuos brasileiros.

Método

Os pacientes foram submetidos a anamnese, exame
fisico geral, exame otorrinolaringolégico completo, a um
protocolo prévio de exames laboratoriais, além de biopsia
da lesao e da drea mucosa adjacente.

O protocolo prévio de exames séricos constou de
glicemia de jejum, eletroforese de proteinas, hemograma
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completo, coagulograma (TP + TT + TTPA), anti-HIV 1 e 2,
dosagem de complemento total e fracoes, fator reumatoide,
fatores antinticleo, dosagem sérica de IgA, 1gG, IgM, VHS,
proteina C reativa e sorologia para sifilis.

Para afastar a etiologia das tulceras relacionadas a
outras doengas, tais como lesoes penfigdides, Doenca de
Behcet, Doenca de Crohn ou vasculites de outra natureza
todos os pacientes foram submetidos a biopsia das lesdes
para posterior exame histopatologico e de imunofluores-
céncia direta.

A bidpsia foi realizada sob anestesia infiltrativa com
xilocaina 2% sem vasoconstritor, com a utilizacao de um
Punch de tamanho compativel com a lesao (4-5mm). Foi
retirada uma amostra contendo area lesionada e outra de
area adjacente sa, sendo a primeira acondicionada num
frasco contendo solugao de formol a 10% e encaminhada
a exame histopatologico. A segunda peca foi colocada
sobre uma gaze embebida em soro fisiol6gico e encami-
nhada imediatamente ao Laboratério de Imunopatologia
Cutinea do Departamento de Dermatologia para realizacio
da imunofluorescéncia direta.

Critérios de Inclusao e Exclusao

Foram incluidos no estudo apenas aqueles pacientes
que relataram ter pelo menos um episodio de afta(s) por
més por um periodo minimo de um ano bem como te-
nham assinado o termo de consentimento livre esclarecido
concordando com os procedimentos adotados.

Foram excluidos aqueles pacientes que apresenta-
ram alteracdes nos exames sorolégicos, ou que nos exames
histopatologico e de imunofluorescéncia direta apresen-
taram alteracoes caracteristicas de outras doencas. Estes
pacientes foram encaminhados para tratamento especifico
das alteracoes apresentadas.

Para obtenc¢ao de DNA, coletou-se 10ml de sangue
total periférico em frasco com EDTA 25mM. As extracoes
de DNA foram realizadas pelo método Brometo de he-
xadeciltrimetilaménio/Brometo de dodeciltrimetilamonio

(DTAB/CTAB) e as tipificacdes HLA classe I e de classe
II por reacio de polimerizacio em cadeia - sequéncia
especifica de oligonucleotideo (PCR-SSO). A andlise foi
procedida no Laboratério de Imunologia do Instituto do
Coracao do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da USP (Incor - FMUSP).

A coleta de sangue, extracao de DNA e tipificacio
HLA de ambas as classes do grupo controle ja havia sido
realizada previamente neste mesmo laboratorio.

Andlise Estatistica

Para avaliar se houve associacao entre a presenca
dos antigenos HLA e seus subgrupos na doenca EAR,
aplicou-se o teste Qui-quadrado, sendo uma determinada
associacao considerada estatisticamente significante quan-
do o nivel descritivo do teste (p) fosse menor do que 0,05
(ou 5%). Para estimar a forca das associacdes encontradas,
foram calculados os riscos relativos (RR) e seus respectivos
intervalo de confianca de 95% (IC 95%).

Os dados foram analisados com o programa Sta-
tistical Package for Social Sciences (SPSS® for Windows
10.0; SPSS Inc, Chicago, Illinois, USA).

RESULTADOS

Dos 58 pacientes iniciais, 27 foram excluidos do
estudo por motivos diversos. Desses 31 pacientes, 17
(54,84%) eram do sexo feminino, 14 (45,16%) do sexo
masculino. As idades variaram de 7 a 70 anos, obtendo
uma média aritmética de 36,14 anos e desvio padriao de
15,33 (Tabela 1).

Com relac¢ao ao tipo de aftas que os participantes do
grupo de estudo possuiam, houve predominancia daquelas
de tipo minor (67,74%). Hi que se notar a auséncia de
pacientes portadores de aftas herpetiformes (Tabela 1).

Com relacao a tipagem da frequéncia de antigenos
HLA classe I e IT do grupo de estudo, a Tabela 2 mostra
a frequéncia de cada paciente.

Tabela 1. Dados demograficos dos 31 pacientes com EAR de acordo com o tipo de afta apresentado.

Tipo de Afta
Minor Major Herpetiforme p Total
(n=21) (n =10) (n=0) (n =31)
(67,74 %) (32,26 %) (0,00 %) (100,00 %)
Sexo

Masculino 10 (47,6 %) 4 (40,0 %) 0 (0,0 %) 1,0 14 (45,2 %)
Feminino 11 (52,4 %) 6 (60,0 %) 0 (0,0 %) 17 (54,8 %)
Idade (anos) 35,6 = 14,5 372+ 175 - 0,79 36,1 = 15,2
<20 2(9,5%) 2 (20,0 %) 0,35 4 (12,9 %)
20a39 12 (57,1 %) 3 (30,0 %) 15 (48,4 %)
=40 7 (33,3 %) 5 (50,0 %) 12 (38,7 %)
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Tabela 2. Distribuicdo quanto a frequéncia HLA classe | e classe Il
de 31 pacientes com EAR.

Tabela 3. Frequéncia de Antigenos HLA classes | em pacientes com
Estomatite Aftoide Recorrente (EAR) comparados ao grupo controle.

Paciente HLA-A HLA-B HLA-Dr Grupo
1 A1 A1 B35 B63 DR13 DR16 EAR Controle RR
2 A23 A26 B50 B51 DR4 DR13 (n=31)  (n=0961) i (IC 95%)
3 e B35 B65 — A33 6(194%) 62(65%) 0016 3,48 (1,38 - 8,80)
4 A25 A34 87 Ba2 DR7 DR10 B35 15(48,4%) 204 (21,2%) <0,001 3,48 (1,69 - 7,16)
5 A33 AGS B65 B71 DR1 DR 17 B81 2 (6,5 %) 8 (0,8 %) 0,036 8,22 (1,67 - 40,41)
6 A2 A2 B7 B61 DR10 DR11 RR = Risco Relativo; IC = Intervalo de Confianca
7 A2 A32 B18 B35 DR4 DR16
8 A2 A66 B35 B58 DR13 DR17 As frequéncias HLA classe II do grupo de estudo
9 A74 A74 B35 B81 DR9 DR14 que apresentaram maior indice foram Dr7 presente em 10
10 A3 A29 B35 B44 DR8 DR7 pacientes (16,13%), Dr11 e Dr 17, as duas Gltimas presen-
11 A{ A24 B13 B56 DR1 DR15 tes em oito pacientes (12,90%). Quando comparados com
o grupo controle niao houve diferenca estatisticamente
12 A23 A80 B44 B72 DR4 DR7 L
significante.
13 A24 A33 B35 B49 DR7 DR15 Quando os pacientes com EAR sao subdivididos de
14 A24 A29 B51 B64 DR7 DR11 acordo com o tipo de afta, as prevaléncias das frequén-
15 A2 A23 B50 B51 DR7 DR11 cias HLA A33 e B35 no grupo com afta minor persistem
16 A2 A30 B18 B39 DR14 DR17 superiores as do grupo controle de maneira estatistica-
17 A32 AG6 B35 B58 DR4 DR11 mente significante, com RR em relacio ao grupo controle
respectivamente de 3,27 (1,1 - 9,4; p = 0,047) e de 4,73
18 ATTAT B7 B35 DR15 DR103 (1C95% 2,0 - 11,1; p < 0,001), conforme apresentado na
19 A2 A24 B18 B35 DR8 DR17 Tabela 4. Devido a reducao do nimero de pacientes apos
20 A1 A2 B37 B50 DR7 DR103 realizar a subdivisao, as diferencas nas prevaléncias das
21 A1 A3 B35 B57 DR11 DR17 frequéncias HLA B81 entre ambos os grupos de afta e
20 A1 A23 B18 B81 DR7 DR11 o grupo controle, e de HLA A33 e B35 entre os grupos
03 A24 A3 B35 B51 DR11 DR13 de afta major e controle tém chance maior de 5% de se
dever ao acaso e, portanto, nao foram estatisticamente
24 A2 A29 B44 B64 DR7 DR17 significantes (p > 0,05).
25 A2 A3 B51 B62 DR13 DR16
26 A31 A33 B39 B65 DR1 DR8
Tabela 4. Frequéncia de Antigenos HLA classe | em pacientes com
27 A24 A30 B8 B35 DR11 DR17 Estomatite Aftqoide Recorrentg Minor e Major compaeros com Gru-
28 A3 A33 B35 B49 DR7 DR7 po Controle.
29 A11 A33 B13 B35 DR15 DR15
30 A2 A33 B41 B65 DR1 DR17 Grupo
31 A2 A24 B18 B62 DR8 DR15 A(:az'\"'zq()’r (Cnoitr;);? o RR (IC 95%)

As prevaléncias dos antigenos HLA classe 1 em
que houve diferenca estatisticamente significante entre o
grupo de estudo (sem levarmos em conta o tipo de afta) e
o grupo controle estao apresentadas na Tabela 3. O risco
relativo (RR) dos pacientes com EAR que apresentaram as
frequéncias HLA A33, B35 e B81 foi de, respectivamente
3,48 (1C95% 1,38 - 8,8; p = 0,016), 3,48 (1C95% 1,69 - 7,16;
p < 0,001) e 8,22 (IC95% 1,67 - 40,41; p = 0,036) vezes o
do grupo controle.

A33 4(190%) 62 (6,5%) 0,047 3,27 (1,1-9,4)

B35 12(57,1%) 204(212%) <0001 4,73 (2,0-11,1)
B81 1(48%  8(08%) 0177 541 (08-361)
Grupo
A(frt]az“"fg)’r ((i]":”ggj? b RR (IC 95%
A33 2(200%) 62(65%) 0137 354 (0,8-163)
B35 3(300%) 204 (212%) 0452 1,58 (0,4-6,1)
B81 1(100%)  8(08%) 0089 11,88 (1,7-842)

RR = Risco Relativo; IC = Intervalo de Confianca
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DISCUSSAO

A Estomatite Aftoide Recorrente é uma doenca
comum da cavidade oral e possui sua etiologia ainda
indefinida®*?7. Ela pode estar associada a fatores locais
e sistémicos, tendo sua origem com base imunologica,
microbiolégica ou genética* .

De acordo com Jurge et al.%, a incidéncia da EAR
¢ mais comum na segunda década de vida, entre 20 e 30
anos. Em nosso estudo a incidéncia também foi maior
nessa mesma faixa etaria, com um total de oito pacientes
(25,80%). Valores muito proximos a este, sete (22,5%),
foram obtidos nas duas proximas faixas etdrias (30 a 40
anos e 40 a 50 anos).

O sexo feminino foi o que teve maior prevaléncia
de EAR, 54,84%, quando comparado ao sexo masculino,
45,16%. Esses dados estao de acordo com os achados por
Ax¢ll e Henricsson®, porém entram em conflito com aque-
les levantados por Miller et al.?, em que o sexo masculino
teve maior prevaléncia.

Em nosso estudo as frequéncias HLA que apresenta-
ram maior indice nos pacientes portadores de EAR foram:
HLA-A33, HLA-B35 e HLA-B81. Quando visto de acordo
com o subtipo da doenca, obtivemos valores estatistica-
mente significantes para afta tipo minor, nas frequéncias
HLA-A33 e HLA-B35. Para EAR Major nenhuma frequéncia
apresentou valor estatisticamente significante.

Em populacio inglesa, Challacombe et al.'® en-
contraram a frequéncia HLA-B12 associada a pacientes
com EAR. Quando analisada em relacdao aos subtipos de
estomatite aftoide a mesma frequéncia B12 foi significativa
estatisticamente apenas para as aftas herpetiformes. Para
os tipos Minor e Major nenhuma frequéncia prevalente foi
encontrada pelos autores. Em nosso estudo, devido a sua
baixa incidéncia, ndo foi possivel obter pacientes com o
tipo herpetiforme.

A mesma frequéncia HLA-B12 foi encontrada por
Malmstrom et al.'' ao estudar 14 pacientes finlandeses
portadores de EAR. Diferentemente de nosso estudo es-
tes autores niao usaram grupo controle e sua amostra de
pacientes portadores de EAR era pequena.

Gallina et al."?, com uma amostra de 26 pacientes
sicilianos portadores de EAR, encontraram valor aumen-
tado estatisticamente significativo para frequéncia HLA-
DR7. Ao fazer uma andlise critica do grupo experimental
selecionado, nota-se que foram diagnosticados como
portadores de EAR pacientes que tiveram apenas dois epi-
sodios de aftas ao ano, caracteristica este nao condizente
com o quadro clinico de EAR preconizado por Stanley’
e Scully?, que caracterizam como EAR episodios de aftas
mensais por pelo menos um ano, o mesmo estabelecido
em nosso estudo.

Albanidou-Farmaki et al.' realizaram um estudo
com 106 pacientes gregos portadores de EAR. A frequéncia
HLA-DRS5, diferentemente de nossos achados, mostrou-se

predominante nestes pacientes. Em contra partida, a fre-
quéncia HLA-DR4 apresentou frequéncia reduzida.

Sun et al.** afirmam que a frequéncia HLA-DRw9
pode ser considerado como um marcador genético para a
EAR na populacao chinesa. Seu estudo foi composto por
80 pacientes chineses portadores de EAR. Neste trabalho
foi realizada apenas tipagem HLA-DR, diferente do nosso
estudo onde realizamos também a tipagem HLA-A e B.

Ja em populacao drabe, Jaber et al.® em um estudo
com 22 pacientes portadores de EAR, observaram aumen-
to estatisticamente significante das moléculas HLA-B52 e
B44 nos pacientes portadores desta enfermidade quando
comparado ao grupo controle. A frequéncia HLA-B51 tem
sido encontrada em alguns trabalhos relacionados a EAR
em paises como Israel e Coreia®>?.

E importante ressaltar que com o avanco da meto-
dologia de tipificacao HLA nao ¢ mais utilizado o método
sorologico, onde era necessaria a presenca de ligantes
especificos (anticorpos) para evidenciar a presenca da
frequéncia HLA correspondente, conforme utilizado por
alguns autores!M121418282 Em nosso estudo, utilizamos o
método celular, onde sio empregadas reacoes linfocitarias
mistas, tornando a tipificacio HLA mais fidedigna, e pos-
sibilitando a descoberta de novas frequéncias®.

Por outro lado, segundo Braun Prado et al.*! e Monte
et al.*?, a frequéncia HLA-B35 ¢é extremamente frequente
na populacdo brasileira em geral, fato que também ocor-
reu em nosso grupo controle. No entanto, € importante
ressaltar que apesar da frequéncia HLA-B35 também ser
encontrada elevada em nosso grupo experimental, este
fato ndao ocorreu ao acaso, pois houve diferenca estatis-
ticamente significante na incidéncia desse gene entre os
dois grupos.

Devemos lembrar também que, conforme referido
por Louzada-Junior et al.** a frequéncia reduzida de tipa-
gens HLA poderia ser um fator de protecao para EAR. Em
nosso estudo ndo anotamos nenhum evento deste tipo.

Por fim, o fato dos diversos trabalhos encontrarem
frequéncias HLA para EAR diversas daquelas evidencia-
das em nosso estudo, provavelmente ocorreu devido as
populacoes estudadas serem de diferentes nacionalida-
des (dinamarqueses, escoceses, israelenses, chineses,
coreanos) e origens ¢étnicas distintas das nossas, um pais
extremamente miscigenado.

Nossos achados mostram que as frequéncias HLA
devem ser realizadas especificamente para cada popula-
¢ao, a fim de que possamos mapear os possiveis fatores
genéticos envolvidos com a génese da doenca.

Ha que se ressaltar em nosso estudo que a auséncia
de pacientes portadores de estomatite aftoide recorrente do
tipo herpetiforme, bem como o baixo nimero de pacien-
tes portadores de estomatite do tipo major, impediu uma
avaliacio mais precisa das frequéncias HLA associadas a
estas formas da doenca.
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De todo modo, a relativamente reduzida casuisti-
ca de portadores de EAR em nosso estudo nio invalida
nossos resultados, tendo em vista que as frequéncias HLA
encontradas em nossos pacientes foram muito discrepantes
daquelas obtidas no grupo-controle com pacientes nao
portadores de EAR.

CONCLUSAO

Os resultados de nosso estudo sugerem que a EAR
do tipo minor estd relacionada as frequéncias HLA-A33 e
HLA-B35 em populacio brasileira.
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