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Nesta tese, foram analisados 100 individuos-controle sadios, da popula¢do de
Campinas- Sudeste do Brasil, ¢ 60 individuos com Psoriase Vulgar da mesma regido

geografica.

As tipificagdes dos alelos HLA de classe II (HLA-DRB1-5 — DQBI1) foram
efetuadas através do método molecular por DNA/PCR/SSP, para média e alta resolugéo.
O DNA foi extraido por um procedimento “Salting out”, do sangue periférico de cada
individuo componente da pesquisa. Utilizando-se a técnica da PCR/SSP por “primers” da
One Lambda, foram quantificados um total de 13 alelos DRB1, 3 alelos DRB3, 1 alelo
DRB4, 2 alelos DRBS e 5 alelos DQB1 em média resolugdo ou genérica; e 45 alelos DRBI1

em alta resolu¢do ou resolugdo especifica, nos pacientes analisados.

A analise dos resultados mostrou associagdes positivas, indicando
susceptibilidade a Psoriase Vulgar, com os alelos- HLA-DRB3*02 (p<0,05, x2= 4,36, RR=
2,14) e HLA-DRB1*0102 (p<0,05, RR= 5,44). E associagdes negativas indicando prote¢do
a Psorfase Vulgar, com os alelos, HLA-DRB4*01 (p<0,001, x°= 6,55, RR= 0,53) e
HLA-DRB1*1302 (p< 0,05, RR=0,23).

A analise efetuada nos haplotipos, revelou associagbes positivas para:
HLA-DRB1*0102/DQB1*05 (p<0,05, RR= 5,44) e HLA-DRB1*0701/DQB1*03
(p<0,02, RR=9,00).

Os achados permitem definir a populagdo-controle estudada como caucasoide
miscigenada, e sugerem uma possivel associag@o com o alelo DRB1 e o grupo de pacientes
com inicio precoce da doenca. No entanto, estes dados devem ser confirmados em estudos

futuros.
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1.1. ANTIGENOS LEUCOCITARIOS HUMANOS (HLA) E A HISTOCOMPA-
TIBILIDADE NOS TRANSPLANTES

Aproximadamente, hd cem anos atras, biologistas interessados em céancer
comegaram a estudar os tumores que, algumas vezes espontaneamente, apareciam nos
camundongos domésticos. Como cada tumor morria com o camundongo no qual ele
aparecia, os pesquisadores passaram a transplantar tumores de camundongos doentes para
camundongos sadios. Nesse caminho foi possivel prolongar as investiga¢gdes em termos de
tempo de vida de um s6 camundongo. Na grande maioria, esses tumores transplantados ndo
se desenvolviam nos camundongos sadios e eram rejeitados por mecanismos, mais tarde
conhecidos como de resposta imune ('GORERq 1937). Estudos posteriores desse fendmeno
se tornaram-se possiveis pela produg@io de linhagens consangiiineas “inbread” de
camundongos, e linhagens geneticamente homogéneas. Constatou-se que tecidos
transplantados entre camundongos de mesma linhagem genética eram aceitos, enquanto os
transplantes entre camundongos de linhagens diferentes eram sempre rejeitados
(SNELL, 1968). Experimentos posteriores, cruzando linhagens consangiiineas foram
efetuados a fim de definir o nimero de locos genéticos que contribuiam para a rejeicdo dos
tecidos e foi constatado que, somente um loco tinha um efeito forte, enquanto 10 a 20
outros locos também contribuiam. A esse grupo de fatores genéticos denominou-se locos de
histocompatibilidade, uma vez que eles determinaram compatibilidade teciduais.
O loco dominante foi chamado de complexo principal de histocompatibilidade, enquanto os
outros foram coletivamente chamados de locos secundarios de histocompatibilidade

(KLEIN & SHEREFFLER, 1971; TERASAKI & GJERTSON, 1997).

Atualmente, os estudos sobre os antigenos de histocompatibilidade tém sido
concentrados nas células do sangue, uma vez que, historicamente foi constatada a expressao
de antigenos HLA de classe I na grande maioria das c€lulas brancas dos camundongos,
enquanto uma minoria expressava antigenos de classe II. Nos camundongos, tanto
eritrocitos (células vermelhas do sangue) como leucdcitos (c€lulas brancas do sangue)
expressam antigenos HLA de classe I (SNELL, 1968). Embora eritrocitos humanos nio
expressem antigenos HLA de classe I, eles sdo expressos na totalidade dos leucdcitos

humanos. Por essa razdo, os antigenos do complexo principal de histocompatibilidade
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foram denominados de antigenos leucocitarios humanos, usualmente abreviados de HLA e
a definicdo HLA € usada para designar tanto aloantigenos de classe I como de classe 11
(BODMER et al., 1984). As diferencas estruturais na expressdo das moléculas HLA de
classe I e classe II entre receptores e doadores nos transplantes, constituem os estimulos
mais importantes da rejeicio e demais respostas imunes e alorreatividade nos transplantes
clinicos (DAUSSET, 1981). Sob essas diferengas, reside um extenso e complicado
polimorfismo genético o qual assegura a heranga, a expressdo e as diferentes combinacdes
dos alelos de classe I e classe II nos humanos. A proteina codificada por um alelo é
denominada de aloantigeno e a combinagdo de aloantigenos de classe I e II expressas por
um individuo é denominada de tipagem HLA (KISSMEYER & DICK, 1979).

A tipagem HLA foi tradicionalmente determinada, usando ensaios sorologicos
realizados em leucdcitos purificados do sangue periférico. Esses experimentos determinam
diferencas antigénicas entre os possiveis aloantigenos e definem a tipagem HLA com
relagdo a uma série de antigenos. Quando métodos bioquimicos e de biologia molecular
foram usados para estudar diferentes especificidades HLA, constatou-se limitagdes com
relacdo aos ensaios sorologicos. Dessa forma, gradualmente as técnicas de tipagem
sorolégica foram substituidas por métodos mais precisos, fundamentados na tipificacdo do
DNA genomico e na determinagdo da seqiiéncia dos alelos. No momento, o uso da
tipificacggdo HLA em estudos clinicos se encontra em um periodo de grande
desenvolvimento (ROOD et al., 1991; PARHAM et al., 1988; PARHAM & OHTA, 1996).

1.1.1. A organizagio dos genes no complexo HLA

Os genes que codificam os aloantigenos HLA de classe I e II estéo intimamente
ligados entre si no brago curto do cromossomo 6. Esta parte do genoma constitui o
complexo principal de histocompatibilidade (Fig. 1), também geralmente conhecido pela
sigla em inglés MHC (Major Histocompatibility Complex), sendo denominado na espécie
humana de sistema HLA (Human Leucocyte Antigen). O complexo HLA tem cerca de
4 milhdes de pares de bases (pb) o equivalente a 0,1% do genoma humano, englobando
mais de cem genes (CAMPBELL & TROWSDALE, 1993), podendo ser subdivididos em

3 regides:
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Regido de classe III

Regido de classe II 4—» Regido de classe I
4—’
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<4— centrOmero telomero —p
Figura 1: Mapa simplificado do complexo HLA

a) Na parte mais telomérica do cromossomo 6 estdo localizados os genes HLA
de classe 1, e codificam as moléculas classicas de histocompatibilidade HLA -A, -B e -C
(Fig. 2). Ainda incluindo nessa regido, estdo os pseudogenes, ou seja, genes que ndo se
expressam nas moléculas funcionais, HLA-H,-G,-J,-K,-L. As moléculas de classe I
(HLA-E, HLA-G) s3o expressas em tecidos especificos e em tempos especificos.
Por exemplo, a molécula HLA-G ¢ expressa na interface materno/fetal. Essas moléculas sio
menos polimérficas que as moléculas HLA-A, -B,-C, mas também consideradas
importantes para a compatibilidade HLA (PARHAM & OHTA, 1996). Os genes da familia
MIC, constituidos por 5 genes: MICA, MICB, MICC, MICD e MICE e sendo que, somente
os genes MICA e MICB s3o expressos nas superficies das células (GRUEN, NALABOLU,
SHU, 1996).

B C

Illl

A

E.
|M.K:C L Jbs}iKH
II I 'l || II

HFE

S
e

Figura 2: Mapa simplificado da regido de classe I
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b) Na sub-regido HLA-DR, os genes se apresentam divididos em trés
categorias: os genes que codificam as cadeias o e B das moléculas HLA de  classe II, os
pseudogenes relacionados as cadeias génicas o e B, e os genes envolvidos no
processamento e apresentacdo do antigeno pelas moléculas HLLA de classe II. Nesta ultima,
estdo diversos genes (Fig. 3), como o HLA-DRA, que codifica a cadeia o. nfio polimérfica e
os genes HLA-DRBI1, -DRB3, -DRB4 e DRBS5 respectivamente (ANDERSON,
LARHAMMAR, WIDMARK, 1987). Nas sub-regides HLA-DQ e DP, encontram-se 0s
genes HLA-DQAI1 e -DPB1 (JONSSON, HYLDIG-NIELSEN, SERVENIUS, 1987).

A regido de classe I também possui outros genes como os TAP e os LMT.
Os genes TAP1 e TAP2 codificam proteinas responséveis pelo transporte até o reticulo
endoplasmatico dos peptideos gerados no citosol (TOWNSEND & TROWSDALE, 1993).
Os genes LMP2 e LMP7 codificam os componentes do proteossoma, responsaveis pela
geragdo dos peptideos (GLYNNE, POWIS, BECK, 1991). Os genes HLA-DM,
codificadores das moléculas HLA-DMA e DMB, codificam as moléculas que catalizam a
ligagdo de peptideos as moléculas HLA de classe II (CHO, AHAYA, MONACO, 1991).

¢) Dentro da regido de classe III, situam-se os genes que codificam algumas
proteinas do Sistema Complemento, C2, C4, da via classica e o fator B da via alternativa do
Sistema Complemento (LEHNER & TROWSDALE. 1998; BAHRAM et al., 1994).

—uo—
w—DP— | <DM»

l DR ——
gaga Y B AB Ba B g B 8
B 2 23 1 2 3 s A
MAICA
1

Figura 3: Mapa simplificado da regido de classe II

Os genes que codificam as cadeias o do complexo HLA de classe I e as cadeias
o e B do complexo HLA de classe II estdo ligados, isto é, além de estarem no mesmo
Cromossomo, estdo proximos o suficiente para serem transmitidos juntos. Uma combinac¢io
particular dos alelos, de diferentes locos do complexo HLA, é denominada haplotipo
(JANEWAY et al, 1997). E outra caracteristica dos genes HLA é o desequilibrio de
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ligagdo, isto €, para preservar determinados haplétipos, a freqiiéncia observada de um dado
alelo € maior que a esperada por combinagéo de alelos ao acaso. Um exemplo na populagdo
caucaséide é o haplétipo HLA-A1 e HLA-B8 cuja freqiiéncia do gene individual € de
27.5% e 15,7% respectivamente, e a freqiiéncia esperada dos dois alelos para 0 mesmo
cromossomo ¢ de 4,3%. No entanto, este haplotipo aponta um freqiiéncia de 9,8% no
cromossomo 6, indicando uma alta freqiiéncia de recombinac@o entre HLA-A e HLA-B

(FEDER, GNIRKE, THOMAS, 1996).

1.1.2. Moléculas HLA de classe I — Proteinas e genes

As moléculas HLA de classe I sdo constituidas por dois polipeptideos:
a glicoproteina de cadeia pesada de 45 Kda que se encontra ancorada na membrana de
célula e a cadeia leve solivel em agua de 12 KDa — a Beta 2 microglobulina

(BODMER et al., 1997).(Fig. 4)

Espago extracelular

Membrana
plasmatica

Figura 4: Esquema da estrutura da molécula HLA de classe I

A cadeia leve é usualmente chamada de B2 - microglobulina por ter sido
inicialmente caracterizada como um componente solivel de urina e do soro e assim

denominada pela sua mobilidade eletroforética relativa a outras proteinas no soro

(BJORKMAN & PARHAM, 1990).
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A B2 - micrbglobulina € codificada por um gene no cromossomo 15 e para a
qual ndo foi descoberta variagéo de polimorfismo na expressdo da proteina. Os genes que
codificam as cadeias pesadas dos antigenos HLA de classe I possuem uma estrutura
caracteristica em que diferentes dominios de proteinas sdo codificados por éxons separados:
o peptideo lider € codificado pelo éxon 1, os trés dominios extracelulares (al,02 e a3), sdo
codificados pelos éxons 2, 3 e 4 respectivamente, a ancora transmembrana é codifica pelo
exon 5, o final citoplasmatico pelos éxons 6 ¢ 7, e a regido 3 (linha) ndo lida, pelo éxon 8.
(PARHAM et al., 1988; PARHAM & OHTA, 1996). No total, os éxons dos genes de classe

I da cadeia leve s3o constituidos de 1089-1101 nucleotideos (MARSH, PARHAM,
BARKER, 2000b).

1.1.3. Moléculas HLA de classe II- Proteinas e genes

As moléculas HLA de classe II s3io constituidas das cadeias o e B, cada uma

tendo 2 dominios extracelulares (Fig. 5).

Espago extracelular

Membrana
plasmatica

citosol

COOH

Figura 5: Esquema da estrutura da molécula HLA de classe II

Os dominios extracelulares da cadeia o sdo denominados al e o2 (33-35 KDa),
e os da cadeia B sdo B1 e B2 (26-28 KDa) ndo sdo associadas covalentemente. A seqiiéncia
das duas cadeias indica que cada uma possui dois dominios de membrana externa de

aproximadamente 90 aminoacidos, € a regido transmembrana e o dominio citoplasmatico
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com aproximadamente 40 aminoacidos. A cadeia B contém duas pontes dissulfeto
intracadeia, e a cadeia o uma unica ponte dissulfeto intracadeia (STERN, BROWN,
JARDETZKY, 1994). A organizagdo éxon- intron dos genes de classe II € similar aos genes
de classe I, onde os éxons codificam dominios separados de proteinas. Os genes da cadeia
o e B, tém estruturas similares em que o éxon 1 codifica o peptideo lider, e os €xons 2 ¢ 3
codificam os dois dominios extracelulares. Nos genes da cadeia B, o éxon 4 codifica o
dominio transmembrana, e o éxon 5 codifica o final citoplasmatico. Por outro lado, para os
genes da cadeia o, ambas as regides transmembrana e o final citoplasmatico sdo
codificados pelo éxon 4 (TROWSDALE & KELLY, 1985). O polimorfismo das moléculas
HLA de classe II podem formar-se de ambas as cadeias o ¢ B, porém, para o gene HLA-DR
a cadeia oo é monomorfica e todo o polimorfismo origina-se dos genes da cadeia f.
O mais polimérfico dos genes HLA de classe II ¢ o HLA-DRBI1 para o qual 221 alelos ja
foram definidos, e para os genes HLA-DR e HLA-DQ tanto a cadeia o como a cadeia [,

contribuem para o polimorfismo (CEREB et al.,1996).

Até o momento um total de 746 alelos de classe I e 542 alelos de classe II
foram definidos (MARSH et al., 2001).

1.1.4. Moléculas HLA de classe I e II e apresentacio de peptideos antigénicos

para diferentes tipos de células

Figura 6: Apresentagio de peptideos antigénicos as células T
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As moléculas HLA de classe I e II sdo moléculas do Sistema Imune, essenciais
na imunidade adaptativa mediada pelas células T. As moléculas HLA de classe I e II
apresentam peptideos antigénicos para os receptores de células o e B de célula TCDS e
célula TCD4, respectivamente. Os receptores de célula T interagem com a superficie da
molécula de classe I, constituidas pelos dominios o; € a, e o peptideo de ligagdo.
De maneira similar, os peptideos de células T interagem com a superficie de moléculas de
classe II, formados pelos dominios o, B; e peptideo de ligagdo. Os co-receptores CD8 e
CD4 interagem com moléculas HLA de classe I e II, respectivamente (Fig. 6). Os sitios de
ligagdo nas moléculas HLA pelos co-receptores sfo distintos dos sitios de ligacdo pelos
receptores de células T. O sitio de ligagdo do CD8 com a molécula de classe I é o dominio
a3, sendo que o sitio de interagdo do CD4 com a molécula HLA de classe II é o dominio Ba.
Uma ativagdo eficiente das células T, necessita da intera¢do simultinea da molécula de

HLA com o peptideo antigénico, o receptor de célula T e o co-receptor
(GOLDBERG & ROCK, 1992).

Em geral, os antigenos externos, apresentados pelas moléculas de classe I,
sdo derivados de infecgdes intracelulares provavelmente causadas por virus.
Esses antigenos iniciam as respostas citoliticas das células T-CDS§ as quais destroem as
células infectadas e previnem a replicagéio viral e a propagacdo a infec¢do. Uma vez que
todas as células nucleadas sfo alvos potenciais para infecgdes virais, as moléculas de classe
I sdo expressas por quase todos os tipos de células (WIERTZ, MUKHERJEE,
PLOEGH, 1997).

Em geral, os antigenos externos apresentados pelas moléculas de classe II, sio
derivados de patégenos presentes nos espagos extracelulares; isto inclui organismos que
vivem e se replicam nos espagos extracelulares, por exemplo, muitas bactérias que se
locomovem entre as células, estes antigenos estimulam respostas de células T-CD4, que
servem para ativar macréfagos e células B. Esse modo de apresentagdio do antigeno nio é
necessario para todos os tipos de células, assim moléculas HLA de classe II sdo
seletivamente expressas em células especializadas para esse fim e coletivamente
denominadas células apresentadoras de antigenos (APC). Macréfagos, células B e células
dendriticas sdo as mais importantes APCs (CASTELLINO, ZHONG, GERMAIN, 1997).
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1.2. ALELOS HLA E HERANCA DOS ALELOS DE CLASSE II

1- Os genes HLA sdo altamente polimoérficos (muitas formas), sendo assim, os
genes HLA de individuos nio relacionados de uma grande populagdo humana, tem
seqiiéncias diferentes de DNA para esse gene. Cada seqiiéncia diferente de DNA € chamada
de alelo. Essas diferentes seqiiéncias génicas originam diferentes produtos alélicos

(polipeptideos) para as diferentes proteinas de classe II, onde:

A) Alguns locos formam muitos alelos, sdo muito polialélicos, por exemplo, o
loco DRB1 tem aproximadamente 200 alelos. Outros locos apresentam poucos alelos, como

0 DRA com apenas 2 alelos.

e E pouco provavel que dois individuos n3o relacionados carreguem os mesmos
alelos de classe II para os locos, DR, DQ e DP (Fig. 7); a estimativa esperada € que
somente um individuo para cada 20.000 de um grupo étnico, carregue os mesmos alelos

HLA de outro individuo deste mesmo grupo.

Figura 7: Polimorfismo dos alelos HLA

2- Nos alelos de classe II, o segundo éxon que codifica o primeiro dominio de
cada cadeia de polipeptideo, contém a grande maioria da variabilidade alélica.
Diferencas alélicas podem, também, ser encontradas em outros €xons. As tipagens HLA de

classe II definem as diferencas, basicamente, no segundo éxon (Fig. 8).
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Gene HLA
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L B1 B2 ™ CYT
2 3 MHar{s}{e}
— b ]
Primers PCR

Figura 8: Representacgo dos exons da molécula HLA de classe I1. L-peptideo lider;
TM- regido transmenbranica; CYT- final citoplasmatico

3- O Comité para nomenclatura dos fatores HLA- W.H.O, define os nomes para

os alelos HLA. Por exemplo, alelos do loco DRB1 sio chamados: DRB1*0101,
DRB1*0102, DRB1*0403.

 Cada alelo HLA ¢é designado pelo nome de gene ou loco seguido por um
asterisco € um niimero com 4 digitos indicando o alelo (Fig. 9).

DR B1 ~ 15

| — | ]

03

L Terceiro alelo descrito

iy e Designacso da tipificagdo do DR15 da sorologia

——  Gene para a cadeia p1

—_ Loco DR

DQ A1 =05 01

S | G|
’_, I Primeiro alelo descrito

Designacdo nao relatada por tipagem soroldgica

b= Gene para a cadeia a1

T e Loco DR

Figura 9: Nomenclatura dos alelos HLA
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e Por exemplo, DQB1*0301 ¢ um alelo do gene HLA-DQB. Os dois primeiros
nimeros na designacdo numérica de cada alelo € o equivalente & defini¢do sorologica.
Os outros dois nimeros se referem ao gene determinado.

e Cada individuo carrega duas cépias do gene alfa o ou beta f- HLA-DR,-DQ,-
DP, uma herdada de sua mie ¢ uma de seu pai. Além disso, todos os genes HLA sdo
encontrados em um s6 cromossomo, cada individuo herda uma cépia do cromossomo 6,
carregando uma cépia do haplotipo HLA de sua mae e uma copia do haplétipo HLA de seu
pai.

e Os genes HLA s@io co-dominantemente expressos, isto €, ambas as cOpias

codificam proteinas que sdo expressas na membrana celular em uma célula. (Fig. 10).

HLA A1 B8 Cwl A3 B57 Cw3

T

Figura 10: Expressdo da co-domindncia dos antigenos HLA

e O individuo pode ter dois alelos idénticos de um s6 gene (homozigose), ou

pode ter dois diferentes alelo de um s6 gene (heterozigose).

e Os pais e filhos compartilham um cromossomo ou haplétipo (haploidéntico).
Dois irmdos (irmio e irmi) tém 1 a 4 chances de receber as mesmas 4 copias do
cromossomo 6 de seus pais, e serdo HLA idénticos. Assim, os genes de classe II sdo
herdados em bloco. Tradicionalmente os cromossomos do pai sdo definidos como “a” e

“b”, e os cromossomos da mie sdo definidos como “c” e “d”.

Algumas vezes, as duas copias do cromossomo 6 que carregam os alelos de
classe II trocam segmentos génicos; esse processo ¢ denominado recombinacdo reciproca

(Fig. 11). Dessa forma, as células germinativas podem herdar a nova combinagéo.
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Figura 11: Representacgdo da heranca dos alelos HLA

1.3. HLA E ASSOCIACAO COM DOENCAS

Os estudos para correlacionar o polimorfismo HLA com a susceptibilidade e/ou
resisténcia as doengas tiveram inicio com a padronizacio das técnicas sorolégicas.
Os avangos nessa 4rea comegaram com a demonstragdo em 1973 do antigeno HLA-B27
(entdo chamado HL-Aw27) (MARSH er al., 2000a), apresentando uma freqiiéncia muito
alta (95%), em pacientes com espondilite anquilosante (EA), em contraste 4 freqiiéncia de
2% na populagio em geral. Essas observagdes prontamente conduziram os pesquisadores a
estudarem outras doengas, e numerosas associagdes foram encontradas. No entanto, o
significado das associagdes foi muito varidvel e nenhuma foi tio forte como a primeira

encontrada para o0 HLA-B27 e espondilite anquilosante (BENJAMIN & PARHAM, 1990).

Muitas doengas tém sido associadas ao Complexo HLA. No passado, foi
questionado se esse fato era em razdo, meramente, a dessa regiio do genoma haver sido
mais estudada que as outras. No presente, tal hipotese mostrou-se incorreta, uma vez que
extensivos estudos em outras regides, envolvendo outros marcadores, falharam em
demonstrar associagdes tdo fortes quanto aquelas observadas em relacio ao HLA.

Os estudos do HLA e doengas tiveram inicio quando somente se tipificava os antigenos de
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classe I, assim, todas as primeiras associagdes descobertas foram com antigenos HLA de
classe I. Subseqiientemente, quando antigenos HLA de classe II foram definidos, muitas
outras doengas apresentaram uma forte associagdo com antigenos de classe II, que estdo em
desequilibrio de ligagdo com aqueles antigenos de classe I, previamente associados.
Um exemplo clinico é o haplétipo HLA- Al, CW7, -B8, -DR3, -DQ2 e as doengas
associadas a ele (MARSH ef al., 2000a).

Atualmente, para a grande maioria das doengas pesquisadas, as associagdes
mais fortes ocorrem com o polimorfismo dos alelos HLA de classe II. Uma questdo ainda
ndo respondida, diz respeito ao envolvimento do polimorfismo HLA na causa da doenca,
no qual os alelos podem estar ligados a doenga, ou meramente ligados a um outro gene com
um polimorfismo ainda desconhecido. Muitas doengas associadas ao polimorfismo HLA
ndo envolvem infecgdes agudas e seus sintomas sdo causados por um estado cronico de
infecgdo ou auto-imunidade (TIWARI & TERASAKI, 1985; LECHLER, 1994). Entre elas
podemos citar: espondilite anquilosante (AS), diabetes mellitus dependente de insulina
(DM tipo I), artrite reumatdide (AR), miastenia grave (MG), lupus eritematoso sistémico
(LES) e esclerose multipla (EM). Nesses casos, acredita-se que os alelos HLA de classe I e
II estejam diretamente envolvidos nos mecanismos causadores da doenca. Entretanto,
outros fatores genéticos devem ser considerados nas doengas associadas aos alelos HLA,
uma vez que a grande maioria dos individuos portadores de um alelo ou haplétipo
associado a uma doenca, jamais desenvolveu a mesma. Como exemplo, foi verificado que
somente 2% dos individuos que sdo HLA-B27 desenvolvem E.A., e o risco de incidéncia se
encontra em 20% de pessoas positivas para o HLA-B27, com histérico de doenca na
familia (BENJAMIN & PARHAM, 1990).

Em adicdo a predisposicio genética, existem fatores ambientais que muitas
vezes desempenham um papel importante, determinando o inicio € a manuteng@o da doenca
auto-imune associada ao HLA. A identifica¢do desses fatores ¢ um desafio, porque ja foi
amplamente constatado, que os sintomas da doenga aparecem muito depois dos eventos que
acionam o inicio da mesma. Entretanto, em quase todas as condi¢gdes existem evidéncias
circunstanciais de que a doenga € iniciada por c€lulas T auto-imunes, as quais surgem como

um produto da resposta imune a infec¢do. Assim, infec¢des pelo virus Coxsakie, tém sido
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correlacionadas com DM tipo I, e infecgbes bacterianas do intestino com doengas
associadas ao HLA-B27 (SINHA et al.,1990).

Em resumo, a visdo corrente das doengas auto-imunes associadas ao HLA, €
que o desenvolvimento da doenga envolve a predisposicio genética, resultante da
combinag¢do dos fatores para 0 HLA e demais genes. Mesmo entre os individuos que
possuem uma predisposi¢do genética, somente uma minoria desenvolve a doenga.
Para aqueles que a desenvolvem, a doenga surge por mecanismos nos quais, um ou Vvarios
clones de células T, escapam da tolerdncia e se tornam reativos para peptideos préprios.
As células T atacam as células apresentadoras dos peptideos proprios, ocorrendo a
destrui¢do celular e inflamagdo. Por outro lado, isso aumenta o processamento e a
apresentacdo de proteinas proprias, as quais expandem as respostas imunes e,
posteriormente, aumentam a destruicdo dos tecidos e a inflamacdo. Esses fatores conduzem
a uma resposta inflamatéria incontrolavel nos tecidos alvos, desequilibrando suas fungdes
fisiolégicas (PIETERS, 1997).

1.4. A PATOGENESE DA PSORIASE: ASPECTOS IMUNOLOGICOS

A Psoriase € uma dermatose cronica, definida clinicamente como uma patologia
que afeta a pele, unhas, mucosas, membranas, joelhos e cotovelos. E caracterizada por uma
hiperproliferagdo de queratinécitos e pela presenca de infiltrado mononuclear na derme e
epiderme (BARKER, 1991; BARKER, 2001).

A causa € desconhecida, no entanto, mais recentemente vem sendo
compreendida como uma doenga mediada imunologicamente e, possivelmente, de natureza
auto-imune (RIVITI & SAMPAIO, 2000; CHRISTOPHERS, 2001); considerada, também,
uma patologia sécioecondmica importante e que afeta 2% da populagdo caucasdide
(PRINZ et al., 1999). Ocorre da mesma forma, em ambos os sexos. Estudos populacionais
mostram marcada agregacdo familial, com 30% dos doentes referindo um parente afetado
(RIVITTI & SAMPAIO, 2000).
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A predisposi¢do genética parece ser um importante facilitador da expresséo da
doenga e aproximadamente um tergo dos pacientes afetados tem pelo menos um parente de

primeiro grau portador da doenga (ANDRESSEN & HENSELER, 1982).

Estudos histolégicos de avaliagdo das manchas da Psoriase revelam dois fatores
proeminentes: a) hiperplasia da epiderme e b) infiltrado inflamatério. As manchas em
forma de placa na pele consistem de hiperplasia, microabcessos e diferenciagéo incompleta
de queratinécitos; todos esses fatores contribuindo para formagdo de placas escamosas
elevadas. O infiltrado inflamatério na derme e intraderme é composto na grande maioria

por células T (FERENCZI et al.,2000).
A Psoriase pode ser classificada em 5 grandes grupos:
(RIVITI & SAMPAIO, 2000; CHRISTOPHERS, 2001).
1. Psoriase em placas (ou Psoriase Vulgar)

E a forma mais comum, observada em quase 90% dos doentes. Manifesta-se
por placas eritemato-escamosas bem delimitadas, de tamanhos variados, afetando,
geralmente, de forma simétrica a face de extensdo dos membros, particularmente joelhos e
cotovelos, couro cabeludo e regido sacra. O numero das lesdes € muito variavel, de uma a
centenas, sendo que qualquer 4rea da pele pode estar acometida. Com menor freqiiéncia,
pode atingir as dobras flexurais- Psoriase Invertida — quando a descamacéo se torna menos
evidente pela sudorese e maceragdo locais. Eventualmente, sdo afetadas as mucosas

genitais ou mucosas dos labios.

Nas lesdes de Psoriase, as vezes predomina o eritema, as vezes predomina a
descamagdo, formada por escamas secas, branco-prateadas, aderentes e estratificadas.

H4, no entanto, sempre uma uniformidade no aspecto clinico das lesoes.

Ha, freqiientemente, comprometimento das unhas, que apresentam pequenas
depressdes (unha em dedal). Onicolise e hiperqueratose sub-ungueal sdo também

observadas.
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Eventualmente, ocorrem sintomas subjetivos como prurido e queimacéo que, de

acordo com o estado emocional do doente, atingem intensidade variavel.

A evolugdo € cronica, com periodos de exacerbagio e de acalmia, quando

podem ser observadas lesdes anulares, caracteristicas do quadro em remissio.

A curetagem metddica de Brocq, que consiste no raspado das lesdes com

cureta, fornece dois importantes sinais clinicos:

a) Sinal de Vela- quando, pela curetagem, destacam-se escamas semelhantes as

encontradas na raspagem de uma vela.

b) Sinal do Orvalho Sangrento ou de Auspitz- quando, pela continuacdo da
raspagem, apos a retirada das escamas, encontra-se superficie vermelho brilhante com

pontos hemorragicos.

2. Psoriase em gotas

Mais comum em crian¢as, adolescentes e adultos Jovens, manifesta-se pelo
aparecimento subito de pequenas papulas eritemato- descamativas de 0,5 a 1,0 cm de
didmetro, geralmente localizadas no tronco. Como caracteristica, a Psoriase Gutata é
precedida por uma infec¢do estreptocdcica, comumente de vias aéreas superiores, e
costuma resolver-se espontaneamente, apos 2 a 3 meses. As vezes, as lesdes podem

persistir, aumentar de tamanho, tomando as caracteristicas da psoriase em placas.

1. Psoriase eritrodérmica

E caracterizada por eritema intenso, de carater universal, acompanhado de
descamacdo discreta. A eritrodermia pode ocorrer no curso evolutivo da doenca.
Mais freqlientemente, ¢ desencadeada por terapias intempestivas, por administracio e
posterior interrupgdo de corticoide sistémico, podendo corresponder a exacerbagdo da

doen¢a em doente com AIDS.

Introducdo

50



Na Psoriasé eritrodérmica, a atividade do processo psoridtico € intensa, com
proliferagdo aumentada e perda da maturac@o das células epidérmicas, levando a produgao
de queratinas anormais. Dessa forma, a descamagdo ¢ discreta e predomina o eritema.
Pela vasodilatagio generalizada, ha perda excessiva de calor levando a hipotermia.
Nos casos de longa evolugdo, podem ocorrer diminuigdo do débito cardiaco e at€ mesmo

comprometimento da func@o hepatica e renal.

4. Psoriase pustulosa

E um quadro de lesbes eritemato - escamosas € pustulosas generalizadas,
conhecida com a denominacio de Psoriase de Von Zumbusch. Pode ser desencadeada num
doente com Psoriase Vulgar, por interrup¢do de corticoides sistémicos, por hipocalcemia,
por infecgdes ou mesmo por irritantes locais. Geralmente ha comprometimento do estado
geral, febre e leucocitose. A erupgdo persiste por poucas semanas, revertendo ao quadro

anterior ou se transformando em psoriase eritrodérmica.

5. Psoriase artropatica

Ocorre em 5 a 7 % dos doentes de Psoriase, em geral naqueles com lesbes
cutineas disseminadas. A forma mais freqiiente € uma mono ou oligoartrite assimétrica de
facil controle e bom prognéstico, que afeta particularmente as articulagdes interfalangeanas
distais ou proximais. A velocidade de hemossedimentag¢o estd aumentada; porém o fator

reumatoide e os fatores antinucleares estdo ausentes.

1.4.1. Hipdteses na patogénese da psoriase

Os primeiros estudos relacionados a psoriase tiveram inicio em meados do
século XIX; a doenga era descrita tanto como um processo de crescimento e regulagdo
anormal dos queratindcitos, como um processo de ordem inflamatoria
(RADCLIFFE-CROCKER, 1883). A partir dos anos 70 com a imunologia celular
apresentando grande desenvolvimento, a doenca foi fortemente associada as células brancas
do sangue (VALDIMARSSON et al., 1986).
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Investigaces posteriores enfatizaram a presenca e a importancia funcional das
células T nas lesdes psoriaticas (CHANG ef al., 1994). As hipéteses atuais da mediacdo
imune evidenciam um papel central das células T, envolvendo um infiltrado inflamatério
celular na derme e epiderme da psoriase, consistido predominantemente de células T
(BJERKE, KROUGH, MATRE, 1978; BOS & DE RIE, 1999). Evidéncias para essas
hip6teses provém conjuntamente, de pesquisas clinicas e de laboratério, e nas ferramentas
de investigagdes, utilizando imunossupressores, tais como a ciclosporina
(DEMIDEM er al.,1991). E as evidéncias mais fortes, apontam para a interagdo dos
seguintes componentes: as células T, o perfil das citocinas, a apresentacdo do antigeno, os
superantigenos, as células brancas da epiderme e as associagdes nos genes do Complexo
Principal de Histocompatibilidade (MOSSMAN e al.,1986).

A despeito da Psoriase ser definida, clinicamente, como uma doenca comum da
pele, existe uma série de questdes ainda niio entendidas; uma delas é sobre a prevaléncia da
doenca. Nesse ponto, existem falhas nos dados especificos, € a maioria dos trabalhos
realizados em  diferentes populagdes humanas relata apenas  estimativas
(LOMHOLT, 1963). Os estudos fundamentados em populagdo sdo raros, e observagdes
longitudinais nas mudancas dos valores sobre a freqiiéncia, incidéncia, etc, sdo falhos
(CHRISTOPHERS, 2001).

Os levantamentos epidemiolégicos existentes relacionam um grupo distinto de
doencas muito freqiientemente associadas & psoriase, tais como, artrites, colites, diabetes e
hipertensdo; em contraste, dermatite atépica e alergia sio menos freqlientemente
associadas. Essas associagdes foram determinadas pela comparacio das freqiiéncias de
ocorréncia da doen¢a e dos padrdes de resposta imune relacionadas as células Th-1
ativadas, na psoriase e na dermatite at6pica, as quais parecem ser mutuamente exclusivas,
em razdo a dicotomia Th-1/ Th-2 (SAED et al.,1994).

O provavel papel da auto-imunidade na Psoriase é um conceito em
desenvolvimento, e necessita de novos esclarecimentos (BOS & DE RIE, 1999); muitos
trabalhos defendem a idéia da ativagio das células T no inicio da doenca e a continuidade

do processo pela proliferagdo dos queratinécitos da epiderme, (STRANGE, COOPER,
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HANSEN, 1993). O inicio da doenga pode ser relacionado a ativagio das células TCD4+, e
sua manuten¢io na continuidade dessa ativagdo pelas células TCD8+, propiciando a ligagdo
da associagio MHC classe I e classe II (GOTTLIE & KRUEGER, 1994).
A combinagdo exata de citocinas ou fatores de crescimento na subseqiiente ativagio da
célula T e proliferacio dos queratindcitos ainda € incerta, porém evidéncias consistentes
apontam para o perfil Thl, no qual o y- interferon é um componente vital
(HANCOCK, KAPLAN, COHN, 1988).

1.4.2. Interacgoes das células T e queratinécitos

O conceito da pele, relacionado a atuagdo mais periférica do sistema imune, tem
evoluido consideravelmente na ultima década. Desse modo, de uma funcdo vista,
puramente, como barreira imunolégica, hoje é amplamente constatado que a pele contém
todos os elementos de um intrincado sistema imune, compreendendo: linfocitos e células de
Langerhans CD1+, DR+, as quais circulam entre a epiderme e os linfonodos locais; células
apresentadoras de antigenos da derme, células dendriticas da derme e queratinocitos, 0s
quais produzem uma grande quantidade de citocinas imunorregulatorias
(CERIO et al.,, 1989).

Os queratindcitos da epiderme liberam, (particularmente quando danificados)
IL-1, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), fatores estimuladores
de colonia (G-CSF, M-CSF, GM-CSF) IL-3, fatores de crescimento, incluindo fatores de
TGF o e B, fatores de crescimento derivados de plaquetas e fatores de crescimento de
fibroblastos, bem como horménio estimulante de o melanona, e inibidor especifico de IL-1,
(IL-1Ra), IL-2R (KRISTENSEN ez al, 1992; HAMMERBERG, AREND, FISCHER,
1992). Em geral, IL-1, IL-6, IL-7, IL-8 e TNF-o. possuem propriedades inflamatorias,
enquanto IL-10, TGF-B, a- MSH e IL-2R tem acio anti-inflamatéria nas inflamacGes
cutaneas (BOS & DE RIE, 1999).
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Mais recéntemente, tem sido descrita a importdncia do tecido vascular na
superficie da pele, no perfeito funcionamento do sistema imune, e conseqiientemente na
interacdo entre locais definidos na molécula de adesio nos leucdcitos, e nas células
endoteliais da derme; como exemplo sio as moléculas I de adesdo intercelular (ICAM-1), e
moléculas I de adesdo das células vasculares (VCA M-1), ambas sdo criticas para o

recrutamento de células inflamatorias na pele (BARKER, 1991).

Os mecanismos antigenos-dependentes de amplificacdo e persisténcia da
inflamagéo envolvem as células T- Langerhans' ou interagdes dos macréfagos com células

da derme que podem dar continuidade ao processo (BAADSGAARD et al.,1989).

A expressdo nos queratindcitos de ICAM-1, induzido pelo interferon-gama
(IFN-y), produzido pelas células T infiltrantes, pode ser importante em determinar a

exocitose dos leucocitos na epiderme, observado em muitas dermatoses inflamatérias
(NICKOLOFF & GRIFFITHS, 1989).

Tem sido proposto que na Psoriase ocorre uma estimulagdo persistente das
células T, ou da apresentagdio de antigenos estranhos (ex. microbios) pela células
apresentadoras de antigenos ou de uma auto-reatividade (VALDIMARSSOM et al., 1986).
Foi constatado que o infiltrado, presente na derme de pacientes com lesdes psoridticas,
contém muitos linfocitos T “helper” antigeno-reativos (MORGANROTH, 1991).

Existe um grande aumento no niimero e na fungdo de células apresentadoras de
antigenos, capazes de ativar células T aut6logas, nas lesdes da pele, resultando em ativagio
inadequada das células T na epiderme, em razéio do funcionamento anormal das células de
Langerhans (STREILEIN, 1990). A esse respeito € interessante lembrar que 20% das
células T da epiderme nas lesdes psoriaticas, expressam marcadores de ativagdo,
comparados com somente 5% das células T da derme, sugerindo que o acesso a epiderme
esta associado com a ativagdo (NICKOLOFF, TURKA, MITRA, 1995).

Por outro lado, linhagens de células de lesdes da pele psoriatica demonstram
auto-reatividade diretamente contra antigenos especificos dos locos secundarios de

histocompatibilidade (NIKAEIN et al., 1991).
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As citocinas liberadas por queratindcitos ativados ou leucécitos ativados,
desempenham um papel importante na imunopatogénese da psorfase. Tem sido proposto
que queratinécitos que vivem proximos as células endoteliais podem orquestrar eventos
inflamatérios na derme com psoriase, pela secregéo de citocinas inflamatérias, com efeitos
na vascularizagdo, tais como IL-1, ou TNF-a, ou com propriedades quimiotaticas, como
IL-8 (NICKOLOFF, KARABIN, BARKER, 1991).

1.4.3. Superantigenos

O sinal precipitador de ativag@o nas placas da psoriase € desconhecido, mas os
candidatos a esse sinal sdo os superantigenos, alguns agentes infecciosos ou talvez epitopos
ocultos da pele, revelados somente apds a exposicdo a tais antigenos
(VALDIMARSSON et al.,1995).

Os superantigenos tém a capacidade de serem apresentados diretamente as
células T pelas células apresentadoras de antigenos sem recorrer a0 processamento
intracelular ou de apresentagdo, dentro de peptideos, de ligagdo da célula apresentadora de
antigeno (DRAKE & KOTZIN, 1992). A seqiiéncia de homologia entre a proteina do
estreptococo M6 e a ceratina 50 Kda tipo I implica que a proliferagdo clonal da célula T,
diretamente contra o estreptococo, possa reagir cruzadamente e descobrir o epitopo da
ceratina. Na verdade, foi demonstrada reatividade cruzada entre a ceratina da epiderme e o
estreptococo (SWERLICK, CUNNINGHAM, HALL, 1986).

Os superantigenos, incluindo o estreptococo, sdo apresentados pelas células
apresentadoras de antigenos para os distintos receptores Vf do receptor de célula T, e esse
processo conduz a uma expansdo local e clonal das células T, expressando as apropriadas
regides VP. A constatagio que células T expressam regides VP, nas placas da pele, leva a
supor o conceito de condugfo do superantigeno na psoriase (LEUNG er al,1993;
CHANG et al.,1994).
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Experimentos, utilizando a técnica de PCR, nio foram capazes de identificar as
c€lulas T expressando receptores VP nas lesdes cronicas e nas placas de psoriase.
Talvez o superantigeno, se importante nesse conceito, seja somente responsavel para dar
inicio as lesdes na psoriase, mas niio para a sua continuidade, a qual pode ser mediada pelos
antigenos préprios (LEWIS, BARKER, BOKTH, 1993).

1.4.4. Aspectos genéticos e imunogenéticos

A psoriase € entendida como uma doenga multigénica e cuja expressdo, em
parte, depende de fatores externos (ELDER, NOIR, VORHEES, 1994). No decorrer dos
ultimos anos, dados confirmatérios consistentes apontam para uma bagagem genética por
meio de estudos de epidemiologia e, mais importante, pelos estudos dos genes envolvidos
na patologia (BRANDRUP ef al.,1982; HENSELER, 1997).

Os estudos em familias e a experiéncia clinica, provenientes de dados
epidemiologicos, mostram que a psoriase € uma doenga  genética
(BRANDRUP er al.,1982). O modo de heranga ainda ndo estd bem estabelecido, sendo
provavel que seja poligénica ou autossdmica dominante e de penetracdo incompleta.
Gémeos homozigotos e dizigotos apresentam aproximadamente 70% a 20% de
concordancia, respectivamente, para Psoriase (FARBER, NALL, WATSON, 1974;
LOMHOLT et al.,,1963). E o fator indicador na concordincia menor que 100%, para
psoriase observada em gémeos homozigotos, implica necessariamente na participagdo dos

fatores ambientais para o completo estabelecimento clinico da doenca (ELDER et al.,1994).

As associagdes genéticas, geralmente identificadas na psoriase, estdo nos alelos
do complexo principal de histocompatibilidade, particularmente nos antigenos: HLA-Cwé6 e
HLA-DR7, e mnos haplétipos: HLA-A2, HLA-B13, HLA- Cw6, HLA-DR7 e
HLA- DQAI1*0201 , HLA-Al, HLA-B7, HLA-Cwé, HLA- DR7, DQA1*0201.
As associages mais fortes tém sido descritas com o antigeno HLA-Cw6 e observadas em
diferentes populagdes da Europa, Japao e Israel (SCHMIDT-EGENOLF et al.,1993), e na
populagio de Campinas, Sudeste do Brasil (THOMAZ et al.,1998).
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O aparecimento precoce da doenca, denominada de Psoriase tipo I, ocorrendo
pela primeira vez em individuos com menos de 40 anos de idade, € usualmente associado
com histéria familiar e com genes HLA de classe L, particularmente o HLA-Cw6, numa
freqiiéncia de até 85% (JENISCH, HENSELER, WESTPHAL, 1995). O aparecimento
tardio (tipo II), por volta dos 60 anos de idade, ndo mostra associagdes com 0s alelos HLA
(HENSELER & CHRISTOPHERS, 1990; CHRISTOPHERS & HENSELER, 1992).
Posteriormente, a psoriase com inicio em idade jovem foi associada aos antigenos HLA de
classe I — HLA-B13, -Bw57, -Cw6 e —DR7. Por outro lado, o surgimento da doenca em
idade mais avancada, foi associado aos alelos HLA-A2 e HLA-B27. A mais forte
associagio foi observada na Psoriase tipo I, para o alelo HLA- Cw6, presente em 80-85%
dos pacientes caucasianos (HENSELER & CHRISTOPHERS, 1995). Em pacientes
japoneses foi observada, associagio com o alelo HLA-Cw7 em apenas 20% (OZAWA,
OHKIDO, INOKO, 1988). Estudos subseqiientes por determinacdo molecular, mostraram
os haplétipos HLA-DRB1*0701/02-DQA1*0201 e DQBI1*0303 sempre em adicdo ao
HLA-Cwé6, fortemente associados a Psorfase (SCHMIDT-EGENOLF et al.,1993).

Nos alelos de classe I- HLA-Cw6, juntamente com HLA-Cw4 e HLA-Cw7, foi
constatada a substitui¢do do aminoé4cido alanina pela tirosina na posicdo 73, na fenda de
ligagio com o antigeno da molécula HLA-C (HENSELER & CHRISTOPHERS, 1995).
Essa observacdo sugere que na fenda da molécula HLA-C, o local de encaixe do antigeno
de ligagdo ¢ importante para a apresentagio do suposto antigeno associado a psoriase
(IKAHEIMO et al.,1994).

A associa¢do dos antigenos HLA-DQ9 e HLA-Cw6 ¢ altamente preditiva para a
susceptibilidade a Psoriase em praticamente todas as populacdes estudadas
(JENISCH et al.,1995); muito embora o antigeno HLA-DQ9, sozinho, ndo seja um

marcador de predisposicéo a doenga.

Do ponto de vista imunolégico, uma anormalidade em nivel da molécula de
classe I- HLA-Cw6 pode resultar no seu reconhecimento para antigenos estranhos,
envolvendo a restricdo das moléculas de classe I para as células T-CD8. Alternativamente,

ela pode conduzir as ligagdes preferenciais de antigenos heter6logos (microbios), e
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antigenos aut6logos, ou ambos, com o subseqiiente reconhecimento pelas células T-CD8
(GRIFFITHS, GRIFFITHS, VOORHEES, 1995). As células se expandindo passam a
responder aos peptideos aut6logos, resultando em uma doen¢a auto-imune
(NICKOLOFF et al.,1995).

Entretanto, as moléculas de MHC de classe I sdo expressas na membrana de
quase todas as células nucleadas do corpo, exceto nas vilosidades trofoblasticas, nos
neurbnios do sistema nervoso central, no endotélio cérneo, e na por¢do exocrina do
pancreas (LECHLER, 1994). O fenémeno de restricio pelas moléculas de classe I para os
queratinocitos e sindvia sugerem o envolvimento de peptideos locais, antigenos ou
superantigenos (VALDIMARSSON et al.,1995). Também, a ativagio de células T com
restricdo MHC-classe I pode resultar em danos na expressdo da célula MHC de classe I,
como nos queratindcitos (VALDIMARSSON ez al.,1986).

Alternativamente, a associagdo das moléculas HLA na psoriase pode ser
indireta, e resultar de um desequilibrio de ligagio com um possivel gene, em outro lugar do
cromossomo 6 (TREMBATH, CLOUGH, ROSBOTHAM, 1997). Na regido HLA, na
regido especifica 21.3 6p, muitos genes estdo localizados e para os quais os produtos
também sugerem um envolvimento com a patogénese da psoriase, incluindo os
componentes do complemento, fator de necrose tumoral o (TNF - o) e B, e genes
envolvidos na apresentagdo do antigeno, tais como transportadores de peptideos e
proteosomos (BALENDRAN, CLOUGH, ARGUELLO, 1999).

A esse respeito foi encontrado que o polimorfismo no gene promotor do TNF-a
(TNF-238.2) esta associado com um risco relativo alto para desenvolver psoriase juvenil e
artrite psoriatica (BOS & DE RIE, 1999).

Um outro gene associado com a Psoriase foi determinado no final do braco
curto do cromossomo 17q (TOMFOHRDE et al.,1994). Essas associa¢des foram descritas
em trés geragdes, de oito grandes familias testadas e foi sugerido que, na mesma regido do
cromossomo 17q, encontra-se presente um gene de ativagdo da célula T. Esse gene

codifica o promotor do gene da interleucina IL-2 (LEE et al.,1988).
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Recentemente, foram descritos quatro genes ligados a regeneragdo e hiperplasia
dos queratindcitos (BURDEN, JAVED, HODGINS, 1996), ¢ a expressdo desses genes

relaciona-se ao controle de queratinocitos na psoriase (NAIR et al.,1997).
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2. OBJETIVOS
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a) Caracterizar em nivel molecular, amostras de individuos controle saudaveis
da popula¢do de Campinas e de pacientes com Psoriase Vulgar, da mesma
regido geografica, para determinar os alelos de classe II, HLA-DRB1 - B5 ¢

DQB1, bem como suas freqiiéncias alélicas ¢ génicas;

b) Comparar as freqiiéncias dos alelos e haplotipos HLA de classe I, das duas
populagdes estudadas e estabelecer a significincia estatistica com a

susceptibilidade e/ou protegdo dentro da doenca estudada;

¢) Correlacionar as freqiiéncias dos alelos e haplotipos de classe II nos

pacientes, com a idade de inicio da doenca.
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LISTA DE REAGENTES

1. Tampao de Lise I
0,3M sacarose (SIGMA Chemical CO St.Louis, MO USA)

SmM MgCl, (Cloreto de Magnésio) (SIGMA Chemical CO St.Louis, MO
USA)

10mM Tris-HCI1 (SIGMA Chemical CO St.Louis, MO USA)
Triton X-100 U.S.P. 1% (Nuclear)

Volume final = 1 litro, estocada em local escuro, a 4°C.

2. Tampao de lise II
0,024M Na-EDTA (SIGMA Chemical CO St.Louis, MO USA)

0,075M NaCl (Synth — Labsynth Produtos para laboratérios LTDA, Diadema-
SP — Brasil).

O pH era ajustado a 8,0 com NaOH (hidroxido de soédio — Merck S.A. Ind.
Quimicas — Rio de Janeiro — Brasil), volume final = 1 litro, e estocada a temperatura
ambiente, (22 — 25°C).

3. Soluciio Tris-Borato — 10X- Tampdio de Eletroforese
0,9M Triz-Base (Merck S.A. Ind. Quimicas — Rio de Janeiro — R.J.- Brasil).
0,9M 4cido bérico (Merck S.A. Ind. Quimicas — Rio de Janeiro — R.J.- Brasil).
0,2M Na-EDTA pH=7,5 (SIGMA Chemical CO St.Louis, MO USA)
Volume final = 1 litro.

A solucdo era estocada a temperatura ambiente, (22-25°C).

4. Alcool isopropilico (C3HgO)- (Merck S.A. Ind. Quimicas — Rio de Janeiro — R.J.-
Brasil).
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5. Alcool etilico (C2HgO) - 70% - 73,6mL de 4lcool etilico (Merck S.A. Ind. Quimicas —
Rio de Janeiro — R.J.- Brasil) diluidos em 26,3mL de 4gua bidestilada ultrapura. A solu¢do

era estocada a temperatura ambiente, (22-25°C).

6. Cloreto de Sédio (NaCl)- 6,0M — solugdo saturada — 35,04g NaCl (Synth — Labsynth
Produtos para laboratérios LTDA, Diadema- SP — Brasil), eram diluidos em 100mL de

agua bidestilada ultrapura , em seguida a solugio era autoclavada 3 121°C.
Era estocada a temperatura ambiente, (22-25°C).

7. Perclorato de Sodio — 0,5M — 70,2g de Perclorato de Sédio monohidratado (SIGMA
Chemical CO St.Louis, MO USA), eram diluidos em 100mL de agua bidestilada ultrapura

e estocado a temperatura ambiente, (22-25°C).
8. SDS — Dodecil Sulfato de Sédio - 10,0g de SDS (SIGMA Chemical CO

St.Louis, MO USA), eram diluidos em 100mL de 4gua bidestilada , ultrapura.

3.1. CARACTERIZACAO DOS INDIVIDUOS DA PESQUISA

3.1.1. Selecido dos individuos controle

Foram selecionados e estudados 100 individuos sadios, doadores do Banco de
Sangue do Centro de Hematologia e Hemoterapia da Universidade Estadual de Campinas-
Hemocentro, provenientes da regido de Campinas- SP. A analise do grupo étnico foi feita
sempre por um mesmo examinador. Foram incluidos na amostra individuos classificados
como brancos, formadores da atual populagéo brasileira. Foram excluidos da amostra os
individuos do grupo étnico negro. A amostra foi constituida de 65 do sexo masculino
(média= 36,8 anos) e 35 do sexo feminino (média= 37,4 anos), com idades variando entre

19 € 63 anos (média= 37,0 anos) (tabela I-apéndice).
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Foram colhidas amostras de sangue, com consentimento pos-informagao dos
100 doadores saudéaveis, € colhidos 10mL de sangue venoso em tubos estéreis,
“vacutainer”, contendo EDTA (Sal dissoédico do 4acido etileno-dinitrilotetracético-
di-hidrato) como anticoagulante. O material foi encaminhado ao laboratério de
Imunogenética de Transplantes, da Divisdo de Patologia Clinica do Hospital das Clinicas, e
da Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp, onde foi processado para os procedimentos

de tipifica¢@o dos alelos de histocompatibilidade estudados.

Participaram do estudo, somente os individuos provenientes da mesma &rea
geografica que os pacientes. Todos os doadores foram submetidos a exame médico em que
ndo se constatou nenhuma doenca de base e apresentaram sorologia negativa para doenga

de Chagas, Hepatite B e C e HIV.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias Médicas

da Universidade Estadual de Campinas.

3.1.2. Sele¢ao dos Pacientes

Foram selecionados e avaliados um total de 60 pacientes com diagnéstico de
Psoriase vulgar, com tempo de diagnostico da doenca entre 2 e 79 anos
(média=15.8). Todos os pacientes eram oriundos do Ambulatério de Dermatologia do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Ciéncias Médicas da - Unicamp, sendo 32 do sexo
masculino (média= 51,5 anos), e 28 do sexo feminino (média= 52,5 anos), com idade
variando entre 17 e 84 anos (média=52 anos) (tabela II- Apéndice). Em relag@o as etnias
foram observadas as mesmas caracteristicas definidas para o grupo de individuos-controle

sadios e igualmente, foi excluido desse estudo os individuos do grupo étnico negro.

O diagndstico da Psoriase Vulgar foi estabelecido segundo os seguintes

critérios clinicos:

a) aspecto da lesdo dermatologica, (sinal do espermacete positivo e sinal de

Auspitz positivo a curetagem metodica de Brocq) .
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b) presenca de uma a centenas de lesdes em forma de placas eritemato-

escamosas de tamanhos variados e bem definidos

¢) localizaggo das lesdes, (membros, particularmente joelhos e cotovelos, couro

cabeludo e regido sacra, mucosas genitais e mucosas dos labios).

3.2. TIPIFICACAO DOS GENES HLA DE CLASSE II

3.2.1. Extracdo e purificacio do DNA

nucleotideo
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Figura 12: Estrutura do DNA

O DNA (fig. 12) foi extraido por um procedimento denominado “salting out”, a
partir de células do sangue periférico (MILLER et al., 1988). Foram coletados 10mL de
sangue venoso, utilizando EDTA (Sal dissédico do 4cido etileno-dinitrilotetraacético- di-
hidrato) como anticoagulante. N3o se utilizou sangue heparinizado, pois a heparina pode
interferir na amplificacgdo do DNA pela enzima Taq polimerase. O sangue total foi
transferido para um tubo cdnico de polipropileno de 50mL, no qual foi adicionado 40mL de
tamp@o de lise de glébulos vermelhos (tampéo de Lise I) gelado, composto pelos seguintes
reagentes: sacarose 0,3M, triz-HCI 10mM, MgCL, SmM e triton X100 a 10%. Em seguida,
a solucdo foi homogeneizada por inversdo e centrifugada durante 5 minutosa 2400 x g, a
4°C. O sobrenadante foi cuidadosamente descartado e o precipitado ressuspendido em
4,5mL do tampdo de lise de globulos brancos (tampéo de lise II), composto pelos seguintes
reagentes: NaCl 0,075M, NaEDTA 0,024M, hidréxido de sédio 6,0M (NaOH), adicionado
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de 125ul de Dodecil Sulfato de Sédio SDS 10%, e 1,1mL de perclorato de sédio 5M,
agitado vigorosamente por 10 segundos & temperatura ambiente. Para a extragdo de
proteinas foi adicionado 2mlL de NaCl 6M, seguido de agitagdo vigorosa durante
15 segundos, a temperatura ambiente. Apos uma segunda centrifugacdo a 1500 x g, por
5 minutos & temperatura ambiente, o sobrenadante foi transferido para um tubo de
polipropileno de 50 mL, evitando-se a contaminagéo com o precipitado, e foi adicionado
7mL de isopropanol absoluto, misturado gentilmente para a precipitagdo € ressuspensao do
DNA. O DNA precipitado foi retirado com o auxilio de uma pipeta Pasteur selada e apos a
retirada do excesso de isopropanol foi lavado trés vezes em 3mL de alcool etanol a
70%, por 1 minuto, & temperatura ambiente e redissolvido em 300 a 500ul de agua
deionizada estéril. O DNA foi quantificado no espectrofotometro, em 260nm e 280nm
(UV) e o grau de pureza do DNA extraido foi calculado pela razdo entre absorbancia obtida
em 260nm e 280nm (A260:A280). Esta raziio foi considerada adequada, quando
permanecia entre 1,6 a 2,0. Quando os valores da absorbéncia eram inferiores a 1,5, o DNA
era precipitado com &lcool isopropilico. Finalmente, a concentragdo do DNA foi ajustada
para 100ng/pl, com 4gua deionizada estéril. Posteriormente, foi realizada a amplificagdo do
DNA, e a amostra concentrada guardada em freezer a —20°C. Caso este passo fosse
realizado posteriormente, 0 DNA era requantificado no momento da reaczo, devido a sua

precipitagdo (HURLEY, 1997).

3.2.2. Amplificacio do gene, utilizando a reagio de polimerase em cadeia

(Polymerase Chain Reaction — PCR)

Depois

DR
DNA
Antes

A

Figura 13: Amplifica¢do por PCR
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A reagdo em cadeia da polimerase (PCR) ¢ um método sensivel que pode ser

utilizado para gerar milhdes de c6pias de um gene especifico HLA (HURLEY, 1997).

O DNA foi amplificado pela reagio de polimerase em cadeia, com um conjunto
de “primers” seqiiéncia especifica, segundo a metodologia desenvolvida por
ZETTERQUIST & OLERUP, 1992, utilizando-se “primers” sintetizados, fornecidos pela

One Lambda, Inc — Ca EUA, tanto em nivel I— genérico, como em nivel II, especifico.

A reagdo de amplificagdo em nivel I (genérico) foi realizada em microplacas
(One Lambda — Inc. Ca- EUA), com 32 pogos contendo os “primers” ja padronizados.
Os demais reagentes da rea¢io de amplificagio foram misturados um tubo (mix) — as bases
nitrogenadas, MgCl, corante, e 2ul da enzima Taq polimerase-(5U/ul)-(Gibco — Brasil).
Inicialmente, eram retirados 9pl da solugdo (mix) e adicionados na escavacdo do controle
negativo, previamente preparada com lpl de agua deionizada estéril; a seguir era
adicionado ao restante da solugdo (mix) 39ul de DNA. E por fim, era colocado 10ul da

solu¢do (mix) em cada um dos pogos da placa, exceto no controle negativo.

Pelo método PCR/SSP, foram realizadas as identificagdes, em nivel genérico,
do alelo HLA-DRB, através de 21 reagdes para as especificidades HLA — DRBI, 3 reagoes
para as especificidades HLA — DRB3, 1 reagdo para o alelo DRB4 , 2 reacdes para o alelo
DRBS5, e 7 reagdes para as especificidades HLA — DQBI.

A reagdo de amplificagdo em nivel II (especifico) foi realizada da mesma
maneira da reagdo de amplificacdo em nivel I, mas com algumas modificag¢des, que foram:
as microplacas (One Lambda Inc. — Ca-EUA), apresentavam 96 pogos; a quantidade de taq
polimerase era 5,6u1(5U/ul)- (Gibco- Brasil), e o volume de DNA usado era 111l

Pelo método PCR-SSP em nivel II, ou alta resolugdo, foi possivel identificar
221 alelos HLA-DRBI.

Para a amplificagdo do DNA, a microplaca foi colocada em um termociclador

(MJ-PTC-100, Watertown, MA- USA), para um ciclo no qual ocorria os seguintes passos:
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A- Desnatura¢do do DNA - 94°C — (Fig. 14) - responsavel para que ocorra a

desnaturacdo do DNA, separando a dupla fita.
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Figura 14: Desnaturacio

B- Anelamento dos “primers” - 55 a 59°C-(Fig. 15) - responsavel para que os

“primers” se anelem na regido especifica no DNA, delimitando o fragmento da regido

especifica no DNA.
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Figura 15: Anelamento dos primers

C- Extensdo 72°C- (Fig. 16) - responsavel para que ocorra a sintese do DNA e
a enzima Taq polimerase adicione os nucleotideos com suas bases complementares, entre

os “primers” que delimitam o inicio e o final do fragmento.
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Figura 16: Extensio
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A amplificacdo foi realizada através de 30 ciclos conforme esquema abaixo:

Temperatura Tempo Funcio

1- 94°C 2 min 10 seg Desnaturaciao
2- 39°C 1 min Anelamento
3- 94°C 10 seg Desnaturacio
4- 59°C 1 min Anelamento

5- 8 vezes o passo 3 e 4

6- 94°C 10 seg Desnaturacio
7- 55°C 50 seg Anelamento
8- 72°C 30 seg Extensio

9 —19 vezes o passo 6 até o 8.

10 4°C 24 horas Refrigeragio

No final dos ciclos, os “primers” estavam prontos para serem aplicados ao gel
de agarose a 2%, com a adi¢do do brometo de etidio a 0,5%, para tipificagdo dos alelos

DRBI1-alta e média resolugdo e DRB3.-B4,-B5, somente em média resolucio.

3.3. ANALISE DO DNA AMPLIFICADO

Para determinar se o DNA foi bem amplificado apés a reacdo de PCR, os
produtos de amplificagdo da reacdo de polimerase em cadeia, foram separados por
eletroforese em gel. A preparagdo do gel foi realizada, utilizando-se agarose a 2% em
tampdo Tris-Borato (Triz-Base- 0,9M, 4cido bérico — 0,9M, e Na-EDTA — 0.2M, pH=7,5).
A agarose foi dissolvida a alta temperatura, entre 90°C e 95°C, em um aparelho de
microondas por 2 a 3 minutos, resfriado até 60°C com posterior adi¢do de brometo de etidio
a 0,5%, misturada e despejada na placa com pentes, para a formagio de pogos, e deixada
em repouso por 40 a 50 minutos, a temperatura ambiente. Apds a retirada dos pentes, o gel

foi colocado na cuba de eletroforese (Fharmacia-GNA — Suécia), com o nivel da solugdo
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tamp@o (Triz-Borato-1X) de 2 a 3mm acima da superficie do gel. Foram ento aplicados os
produtos de amplificagdo padronizados e o controle negativo. A eletroforese foi realizada
por 20 minutos a 220V. Ap6s esse periodo, o gel foi colocado em um transluminador UV

(312nm) e fotografado para documentagéo e interpretacgéo.

3.3.1. Fotodocumentac¢io e interpretagao dos resultados da tipificacio por DNA

Muitos alelos HLA n#o apresentavam uma seqiiéncia inica de nucleotideos que
caracterizava o alelo especifico (Fig. 17). Um erro nas condigdes ideais de amplificacdo
poderia resultar em alelos falsos positivos (falsos alelos amplificados) ou falsos negativos

(alelos corretos ndo amplificados).

DRB1*01, DRB1*15

DRB101 mme/ \QHBT"E primer
e ey

DRB1'01 3T

DRB1°01
pRB1*15 T XL = IIX DpRB1-15
} \

gel gl
* +

Figura 17: Representac@o de primer especifico

A interpretagdo era baseada na presenca ou auséncia de amplificagcdo do
proprio alelo ou grupo especifico; cada uma das misturas de iniciadores especificos
continha também um par de iniciadores nfo alélicos que amplificava o gene da B globina
humana, servindo como controle positivo de amplificagio. Esse conjunto de “primers” néo
alélicos era 5 vezes menos concentrado que os “primers” especificos, produzindo um
produto de amplificagdo de 750 pares de bases, sendo visualizadas quando a amplificagdo
grupo- especifico ndo ocorria. A presenga de amplificagdo grupo — especifico era
visualizada no gel pela formag@o de um produto de cerca de 125 a 250 pares de bases. No

poco referente ao controle negativo nenhum desses fragmentos era observado.
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Fotodocumenta¢do — Tipificacdo dos gens HLA de classe II, HLA- DRBI, por alta

resolugdo ou especifico PCR/SSP- Paciente com Psorfase Vulgar .

DRB1* 0102 DRB1*1301

DRB3*01

Fotodocumentagio — Tipificagdo dos gens HLA de classe II HLA-DRBI e HLA-DQBI1-

genérico ou baixa resolugdo, PCR/SSP , Paciente com Psorfase Vulgar.
DRB1*04 DRBI1*11

DRB3*02 DRB4*01

3.3.2. Associaciio e defini¢do dos alelos HLA de tipificacio por DNA

As tipagens HLA eram determinadas pela comparagiio dos primers positivos e
negativos, utilizando a lista de alelos conhecidos. Os resultados de fotodocumentagdo eram
inseridos em uma planilha, fornecida pela One Lambda — Inc — Ca — EUA, onde estavam
definidas as mesmas especificidades contendo “primers”. Através de programa de
computador, Software, também fornecido pela One Lambda — Inc -Ca -EUA, era possivel

realizar a interpretago, a fim de definir com exatiddo o/os alelos dos pacientes em estudo.
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3.4. ANALISE ESTATISTICA

Para a determinacdo das freqiiéncias alélicas e génicas dos pacientes e
individuos controle sadios foi utilizada a contagem direta, de acordo com o método descrito

por LAMM & DEGOS, 1979 e SIEGEL, 1979 .

A freqii€ncia al€lica € dada por:

F=

(5

onde:
F,=freqiiéncia do antigeno e /ou do alelo presente
na=numero de individuos com o antigeno presente

n= numero total de individuos estudados

A freqiiéncia génica € dada por:

FG=1-V 1- na
n

onde:
FG=1-Y 1- F,
FG= Freqiiéncia génica

F,= Freqiiéncia alélica
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A analise estatistica de comparacdo entre as frequéncias alélicas e génicas do
grupo de pacientes e do grupo controle foi efetuada com o teste do Qui-quadrado 2,
utilizando a tabela de contingéncia 2x2” (DYER,P & WARRENS,A, 1994) e teste exato de
Fisher, quando o menor valor esperado em uma das caselas era inferior a 5. E a
significdncia estatistica das diferengas entre os pacientes e grupo de individuos controle foi
dada quando p <0,05. O valor de p foi multiplicado pelo nimero de alelos estudados e
comparagdes realizadas, pc= p corrigido (SVEJGAARD & RYDER, 1994; LECHLER &
WARRENS, 2000).

Tabela de contingéncia 2x2

n°de individuos  n°de individuos

com antigeno A sem antigeno A TOTAL

Populagdo 1 a b a+b
Populagdo 2 B d ¢+d
Total a+c¢ b+d N=a+b+c+d
Sendo:

a = n°de individuos com antigeno A na populaggo 1
b = n°de individuos sem antigeno A na populaggo 1
¢ = n°de individuos com antigeno A na populagio 2
d = n°de individuos sem antigeno A na populagdo 2

N= numero total da populagio 1 + populagio 2
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O calculo do Qui-quadrado (y*) é dado ent#o, aplicando a formula:

v =[(axd)-(cxb)’]N
(a+b) (c+d) (a+c) (b+d)

Para a associagdo entre um determinado alelo e a doenca, a interpretagdo

estatistica ¢ dada pela férmula:

RR = axd
bxd

O risco relativo (RR) maior do que 1 significa uma associag¢@o positiva, isto €,
quando ha presenca do antigeno, ocorre o aumento do risco da doenca. Para um RR < 1,
significa uma associacdo negativa, isto €, aqueles que carregam esies genes ou antigenos

desenvolvem baixo risco na expressio da doenga. O RR > 3,0 ¢ altamente significante.
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4. RESULTADOS
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4.1. TIPIFICACOES DOS ALELOS HLA-DRB1, -DQB1 EM PACIENTES COM
PSORIASE VULGAR (P.V.) E NOS CONTROLES SADIOS

A andlise detalhada do polimorfismo dos alelos HLA de classe II, DRBI,
-B3, -B4, -B5 e DQBI, nos pacientes com P.V., e nos controles sadios esta representada
no Apéndice, Tabelas IIT e I'V.

Os alelos HLA-DRB3, -B4, -B5 ¢ HLA-DQB1 foram determinados nos
pacientes com P.V. e nos controles sadios pelo método PCR/SSP por média resolugéo
ou tipificagio genérica, enquanto que os alelos HLA-DRBI1 por alta resolugdo ou
tipificagdo especifica; no Apéndice, Tabela III, estdo demonstradas as tipificagdes dos
pacientes com Psoriase vulgar, ¢ no Apéndice Tabela IV, estdo demonstradas as
tipificagdes dos individuos controle. Nota-se, pelas freqiiéncias observadas nos alelos

tipificados, que a populac@o estd em equilibrio de Hardy-Weinberg - Tabelas 1 e 2.

4.2. FREQUENCIAS ALELICAS E GENICAS DETECTADAS POR PCR/SSP
EM PACIENTES COM PSORIASE VULGAR E NOS CONTROLES
SADIOS

As freqiiéncias alélicas e génicas detectadas nos dois grupos avaliados sdo
mostradas nas Tabelas 1 e 2. Na primeira coluna das tabelas estdo descritos os alelos
definidos. As freqiiéncias antigénicas e génicas estdo nas colunas seguindo a direita.
Foram definidos nos pacientes 114 alelos DRBI1, 51 alelos DRB3, 23 alelos DRB4, 18
alelos DRBS5 e 114 alelos DQB1, definidos por PCR/SSP média e alta resolucéo, tabelas
1 e 2. Foram definidos nos controles sadios 190 alelos DRB1, 72 alelos DRB3, 53
alelos DRB4, 26 alelos DRB5 e 190 alelos DQB1 — Tabelas 1 e 2.
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TABELA 1: Distribuicio das freqiiéncias alélicas e génicas- HLA-DR e HLA-DQ nos

pacientes com Psoriase Vulgar e no grupo controle

Alelos Pacientes- Psoriase Vulgar Controles

n=60 n=100

Freqiiéncia Freqiiéncia Freqgiiéncia Fregiiéncia

alélica génica alélica génica
HILA-DRB1
*01 12 (20,0%) 0,1055 21 (21,0%) 0,1112
*15 12 (20,0%) 0,1055 15 (15,0%) 0,0780
*16 6 (10,0%) 0,0513 11 (11,0%) 0.0566
*03 12 (20,0%) 0,1055 13 (13,0%) 0,0673
*04 9 (15,0%) 0,0780 35(35,0%) 0,1937
*11 20 (33,3%) 0,1834 27 (27,0%) 0,1456
*12 2(3,3%) 0,0167 1(1,0%) 0,0050
*13 15 (25,0%) 0,1243 26 (26,0%) 0,1398
*14 3 (5,0%) 0,0253 7 (7,0%) 0,0356
*07 11 (18,3%) 0,0962 20 (20,0%) 0,1055
*08 6 (10,0%) 0,0513 10 (10,0%) 0,0514
*09 2(3,3%) 0,0167 2 (2,0%) 0,0100
*10 4 (6,7%) 0,0338 2 (2,0%) 0,0100
Alelos 114 190
definidos
HLA-DRB3
*01 20 (33,3%) 0,1815 32 (32,0%) 0,1754
*02 28 (46,7%) 0,2699 29 (29,0%) 0,1574
*03 3 (5,0%) 0,0253 11 (11,0%) 0,0566
Alelos 51 72
definidos
HLA-DRB4
*01 23(38,3%) 0.2126 53 (53,0%) 0,3144
Alelos 23 53
definidos
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Alelos Pacientes- Psoriase Vulgar Controles

n=60 n=100
Freqiiéncia Freqiiéncia Freqiiéncia Freqiiéncia
alélica génica alélica génica
HLA-DRBS5
*01 13 (21,7%) 0,1149 22 (22,0%) 0,1168
*02 5(8,3%) 0,0425 4 (4,0%) 0,0202
Alelos 18 26
definidos
HLA-DQBI1
*05 27 (45,0%) 0,2584 36 (36,0%) 0,2000
*06 21 (35,0%) 0,1938 39 (39,0%) 0,2190
*02 21 (35,0%) 0,1938 34 (34,0%) 0,1876
*03 38 (63,3%) 0,3942 66 (66,0%) 0,4169
*04 7 (11,7%) 0,0598 15 (15,0%) 0,0780
Alelos 114 190
definidos
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TABELA 2: Distribuigdo das freqiiéncias alélicas e génicas HLA- DRBI nos pacientes

com Psoriase Vulgar e no grupo controle

Alelos Pacientes Psoriase Vulgar Controles

n=60 n=100

Freqiiéncia Freqiiéncia Freqiiéncia Freqiiéncia

alélica(%) génica alélica(%) génica
HLA-DRB1
*0101 5(8,3%) 0,0423 17 (17,0%) 0,0890
*0102 6 (10,0%) 0,0513 2 (2,0%) 0,0100
*0103 1(1,7%) 0,0080 2 (2,0%) 0,0100
*1501 8 (13,3%) 0,0688 9 (9,0%) 0,0460
*1502 1(1,7%) 0,0080 2 (2,0%) 0,0100
*1503 3 (5,0%) 0,0253 3 (3,0%) 0,0151
*1504 0 (0,0%) 0,0000 1(1,0%) 0,0050
*1601 3 (5,0%) 0,0253 7 (7,0%) 0,0356
*1602 3 (5,0%) 0,0253 4 (4,0%) 0,0202
*0301 11 (18,3%) 0,0962 12 (12,0%) 0,0619
*0302 1(1,7%) 0,0083 1(1,0%) 0,0050
*0401 2 (3,3%) 0,0167 8 (8,0%) 0,0408
*0402 1 (1,7%) 0,0080 3 (3,0%) 0,0151
*0403 1 (1,7%) 0,0083 4 (4,0%) 0,0202
*0404 2 (3,3%) 0,0167 7 (7,0%) 0,0356
*0405 1(1,7%) 0,0083 8 (8,0%) 0,0408
*0407 0 (0,0%) 0,0000 1(1,0%) 0,0050
*0408 0 (0,0%) 0,0000 2 (2,0%) 0,0100
*0410 0 (0,0%) 0,0000 1(1,0%) 0,0050
*0411 2 (3,3%) 0,0167 1 (1,0%) 0,0050
*0432 1 (1,6%) 0,0080 0 (0,0%) 0,0000
*1101 10 (16,7%) 0,0870 18 (18,0%) 0,0945
*1102 3 (5,0%) 0,0253 2 (2,0%) 0,0100
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Alelos Pacientes Psoriase Vulgar Controles

n=60 n=100

Freqiiéncia Fregqiiéncia Fregiiéncia Freqiiéncia

Alélica(%) génica alélica(%) génica
HLA-DRBI1
*1103 2 (3,3%) 0,0167 2 (2,0%) 0,0100
*1104 4 (6,7%) 0,0338 4 (4,0%) 0,0202
*1110 0 (0,0%) 0,0000 1(1,0%) 0,0050
*1118 1(1,7%) 0,0080 0 (0,0%) 0,0000
*1201 2 (3,3%) 0,0167 1(1,0%) 0,0050
*1301 6 (10,0%) 0,0513 8 (8,0%) 0,0408
*1302 2(3,3%) 0,0167 13 (13,0%) 0,0673
*1303 3 (5,0%) 0,0253 2 (2,0%) 0,0100
*1305 1(1,7%) 0,0083 1(1,0%) 0,0050
*1309 0 (0,0%) 0,0000 1(1,0%) 0,0050
#1315 1(1,7%) 0,0083 0 (0,0%) 0,0000
*1320 1(1,7%) 0,0083 0 (0,0%) 0,0000
*1327 0 (0,0%) 0,0000 1(1,0%) 0,0050
*1401 3 (5,0%) 0,0253 5 (5,0%) 0,0253
*1402 0(0,0%) 0,0000 2 (2,0%) 0,0100
*0701 11 (18,3%) 0,0962 20 (20,0%) 0,1055
*0801 3 (5,0%) 0,0253 8 (8,0%) 0,0408
*0804 1(1,7%) 0,0083 1(1,0%) 0,0050
*0809 0 (0,0%) 0,0000 1 (1,0%) 0,0050
*0816 2 (3.3%) 0,0167 0 (0,0%) 0,0000
*0901 2 (3,3%) 0,0167 2 (2,0%) 0,0100
*1001 4 (6,7%) 0,0338 2(2,0%) 0,0100
Alelos 114 190
definidos
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4.3. ASSOCIACAO COM OS ALELOS HLA-DRB E DQB1

As Tabelas 3 e 4 mostram a significancia estatistica dos alelos HLA-DRB1
e DQBI associados com a Psoriase Vulgar. Somente os alelos HLA-DRB3*(02 e HLA-
DRB1*0102 apresentaram um aumento da freqiiéncia nos paciente quando comparado
com os controles (p/c= 46,7 e 29%) e (p/c= 10%, 2%) Tabelas 1 e 2, e (3* =5,10,
p<0,05, pc= ndo significante e RR= 2,14) e (p <0,05, pc=ndio significante e RR=5,44)
respectivamente, Tabelas 3 e 4. Observou-se ainda uma redugio na freqgiiéncia dos
alelos dos pacientes, quando comparados aos controles sadios dos alelos, HLA-
DRB1*04 (p/c= 15% e 35%, x2 = 7,52, p<0,05, pc=nido significante, RR= 0,33 ) e
HLA-DRB1*1302 (p/c= 3,3% e 13%, p <0,05, pc=no significante, RR= 0,23). Tabelas
1, 2, 3 e 4. Em contraste, os alelos HLA-DQBI1 nfo mostraram associagdo significante
coma P.V., Tabela 3.
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TABELA 3: Significancia estatistica dos alelos HLA-DRB1 e HLA-DQBI1 associados

com a Psoriase Vulgar (valor do * ausente, indica uso do teste exato de

Fisher).

Alelos x2 valor de p Risco Relativo
HLA-DRBI1

*01 0,02 0,8977 0,94
%13 0,67 0,4136 1,42
*16 0,04 0,8425 0,90
*03 1,39 0,2378 1,67
*04 7,52 0,0061 pc=NS 0,33
*11 0,73 0,3945 1,35
*12 0,5567 341
*13 0,02 0,8884 0,95
*14 0,7444 0,70
*07 0,07 0.,7962 0,90
*08 0,00 1,0000 1,00
*09 0,6310 1,70
*10 0,1983 3,50
HLA-DRB3

*01 0,03 0,8616 1,06
*02 5,10 0,0239 pc=NS 2,14
*03 0,2542 0,43
HLA-DRB4

*01 3,23 0,07 0,55
HILA-DRBS

*01 0,002 0,9606 0,98
*02 0,2972 2,18
HLA-DQBI1

*05 1,27 0,2593 1,45
*06 0,26 0,6129 0,84
*02 0,02 0,8974 1,05
*03 0,12 0,7321 0,89
*04 035 0,5534 0,75

NS=nio significante
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TABELA 4: Significéncia estatistica dos alelos HLA-DRB1 associados com a Psoriase

Vulgar (valor do y” ausente, indica uso do teste exato de Fisher).

Alelos x2 valor de p Risco Relativo
HILA-DRBI1

*0101 2,38 0,1570 0,44
*0102 0,0533 pc=NS 5,44
*0103 1,0000 0,83
*1501 0,74 0,3892 1,56
*1502 1,000 0,83
*1503 0,6725 1,70
*1504 1,0000 0,00
*1601 0,7444 0,70
*1602 1,0000 1,26
*0301 1,22 0,2694 1,65
*0302 1,0000 1,68
*0401 0,3227 0,40
*0402 1,0000 0,55
*0403 0,6511 0,41
*0404 0.4854 0.46
*0405 1,0000 0,19
*0407 1,0000 0,00
*0408 0,5283 0,00
*0410 1,0000 0,00
*0411 0,5567 3,41
*0432 0,3750 0,00
*1101 0,05 0,8299 0,91
*1102 0,3643 2,58
*1103 0,6310 1,69
*1104 0.,4745 1,71
*1110 1,0000 0,00
*1118 0,3750 0,00
*1201 0,5567 3.41
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Alelos x2 valor de p Risco Relativo

HLA-DRBI

*1301 0,19 0,6647 1,28
*1302 0,0508 pc=NS 0,23
*1303 0,3643 2,58
*1305 1,0000 1,68
*1309 1,0000 0,00
*1315 0,3750 0,00
*1320 0,3750 0,00
*1327 1,0000 0,00
*1401 1,0000 1,00
*1402 0,5283 0,00
*0701 0,07 0,7962 0,90
*0801 0,5383 0,61
*0804 1,0000 1,68
*0809 1,0000 0,00
*0816 0,1392 0,00
*0901 0,6310 1,69
*1001 0,1983 3,50

NS= nio significante

4.4. ASSOCIACAO COM OS HAPLOTIPOS HLA-DRB1 E DQB1

A Tabela 5 demonstra a comparagdo das freqiiéncias de haplotipos entre os
pacientes com PV e os controles sadios. Foram detectados dois hapldtipos associados
positivamente a doenga (DRB1*0102 DQB1*05, p/c= 10,0% e 2,0%, p<0,05 ¢ RR=
5.44) e (DRB1*0701 DQB1*03, p/c= 8,3% e 1,0%, p<0,02 e RR= 9,00). Bem como um
haplotipo associado negativamente a doenca (DRB1*0405 e DQB1*03, p/c= 0,0% e
7,0%, p<0,04 e RR=0,10) e sdo mostrados na Tabela 6.
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TABELA 5: Freqiiéncias dos haplétipos HLA-DRB1 e HLA-DQBI1 nos pacientes com

Psoriase vulgar e no grupo controle

Haplétipos Pacientes -60 Controles —100
DRB1*0101 DQB1*05 5(8,3%) 17(17,0)
DRB1*0102 DQB1*05 6(10,0%) 2(2,0%)
DRB1*0103 DQB1*05 1(1,7%) 2(2,0%)
DRB1*1501 DQBI1*06 8(13,3%) 9(9.0%)
DRB1*1502 DQB1*06 1(1,7%) 2(2,0%)
DRB1*1503 DQB1*02 1(1,7%) 0(0,0%)
DRBI1*1503 DQB1*06 2(3,3%) 3(3,0%)
DRBI1*1504 DQB1*06 0(0,0%) 1(1,0%)
DRB1*1601 DQB1*05 3(5,0%) 7(7,0%)
DRB1*1602 DQBI1*05 2(3,3%) 1(1,0%)
DRB1*1602 DQBI1*03 1(1,7%) 3(3,0%)
DRBI1*0301 DQBI1*02 11(18,3%) 12(12,0%)
DRB1*0302 DQBI1*02 0(0,0%) 1(1,0%)
DRB1*0302 DQB1*04 1(1,7%) 0(0.0%)
DRB1*0401 DQBI1*04 0(0,0%) 1(1,0%)
DRB1*0401 DQBI1*03 2(3,3%) 7(7,0%)
DRB1*0402 DQBI1*03 1(1,7%) 3(3,0%)
DRBI1*0403 DQBI1*04 0(0,0%) 2(2,0%)
DRB1*0403 DQB1*03 1(1,7%) 2(2,0%)
DRB1*0404 DQB1*04 0(0,0%) 2(2,0%)
DRBI1*0404 DQB1*03 2(2,3%) 5(5,0%)
DRBI1*0405 DQB1*02 1(1,7%) 1(1,0%)
DRB1*0405 DQBI1*03 0(0,0%) 7(7,0%)
DRB1*0407 DQB1*03 0(0,0%) 1(1,0%)
DRB1*0408 DQBI1*03 0(0,0%) 2(2,0%)
DRBI1*0410 DQB1*04 0(0,0%) 1(1,0%)
DRB1*0411 DQBI1+*03 2(3,3%) 1(1,0%)
DRB1*0432 DQB1*04 1(1,7%) 0(0,0%)
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Haplotipos Pacientes -60 Controles —100

DRB1*1101 DQB1*06 1(1,7%) 0(0,0%)
DRB1*1101 DQB1*03 9(15,0%) 18(18,0%)
DRB1*1102 DQB1*06 0(0,0%) 1(1,0%)
DRBI1*1102 DQB1*03 3(5,0%) 1(1,0%)
DRB1*1103 DQB1*03 2(3,3%) 2(2,0%)
DRB1*1104 DQB1*05 1(1,7%) 0(0,0%)
DRB1*1104 DQB1*03 3(5,0%) 4(4,0%)
DRB1*1110 DQBI*03 0(0,0%) 1(1,0%)
DRBI1*1118 DQBI1*03 1(1,7%) 0(0,0%)
DRB1*1201 DQB1*03 2(3,3%) 1(1,0%)
DRB1*1301 DQBI1*05 1(1,7%) 0(0,0%)
DRB1*1301 DQB1*06 5(8,3%) 8(8,0%)
DRB1*1302 DQB1*05 0(0,0%) 1(1,0%)
DRB1*1302 DQBI1*06 2(3,3%) 12(12,0%)
DRBI1*1303 DQBI1*02 1(1,7%) 0(0,0%)
DRB1*1303 DQBI1*05 1(1,7%) 0(0,0%)
DRB1*1303 DQBI1*03 1(1,7%) 2(2,0%)
DRB1*1305 DQBI1*03 1(1,7%) 1(1,0%)
DRBI1*1309 DQB1*06 0(0,0%) 1(1,7%)
DRB1*1315 DQBI1*06 1(1,7%) 0(0,0%)
DRB1*1320 DQB1*06 1(1,7%) 0(0,0%)
DRB1*1327 DQB1*06 0(0,0%) 1(1,7%)
DRB1*1401 DQBI1*05 3(5,0%) 5(5,0%)
DRB1*1402 DQB1*03 0(0,0%) 2(2,0%)
DRB1*0701 DQB1*02 6(10,0%) 19(19,0%)
DRB1*0701 DQB1*03 5(8,3%) 1(1,0%)
DRB1*0801 DQB1*04 3(5,0%) 7(7,0%)
DRB1*0801 DQBI*03 0(0,0%) 1(1,0%)
DRB1*0804 DQB1*04 0(0,0%) 1(1,0%)
DRB1*0804 DQB1*03 1(1,7%) 0(0,0%)
DRB1*0809 DQB1*04 0(0,0%) 1(1,0%)
DRB1*0816 DQB1*04 2(3,3%) 0(0,0%)
DRB1*0901 DQBI*02 1(1,7%) 1(1,0%)
DRB1*0901 DQB1*03 1(1,7%) 1(1,0%)
DRB1*1001 DQB1*05 4(6,7%) 2(2,0%)
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TABELA 6: Significancia estatistica dos haplotipos HLA-DRB1 ¢ HLA-DQBI1 nos

pacientes com Psoriase vulgar e no grupo controle

(valor do y” ausente, indica uso do teste exato de Fisher).

Haplétipos RR %2 p

DRB1*0101 DQBI1*05 0,44 2,38 0,1233
DRB1*0102 DQBI1*05 5,44 0,0533
DRB1*0103 DQB1*05 0,83 1,0000
DRB1*1501 DQBI1*06 1,56 0,74 0,3892
DRBI1*1502 DQBI1*06 0,83 1,0000
DRB1*1503 DQB1*02 0,00 0,3750
DRB1*1503 DQBI1*06 1,11 1,0000
DRB1*1504 DQBI1*06 0,00 1,0000
DRB1*1601 DQBI1*05 0,70 0,7444
DRB1*1602 DQB1*05 3.41 0,5567
DRB1*1602 DQBI1*03 0,55 1,0000
DRB1*0301 DQB1*02 1,65 1,22 0,2690
DRB1*0302 DQB1*02 0,00 1,0000
DRB1*0302 DQBI1*04 0,00 0,3750
DRBI1*0401 DQB1*04 0,00 1,0000
DRBI1*0401 DQB1*03 0,46 0,3298
DRB1*0402 DQB1*03 0,55 0,6010
DRB1*0403 DQBI1*04 0,00 0,5283
DRB1*0403 DQBI1*03 0,83 1,0000
DRBI1*0404 DQBI1*04 0,00 0,5283
DRB1*0404 DQB1*03 0,66 0,7122
DRB1*0405 DQB1*02 1,68 1,0000
DRB1*0405 DQB1*03 0,00 0,0459
DRB1*0407 DQB1*03 0,00 1,0000
DRB1*0408 DQB1*03 0,00 0,5283
DRB1*0410 DQBI1*04 0,00 1,0000
DRB1*0411 DQB1*03 3.41 0,5567
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Haplétipos RR x2 P

DRB1*0432 DQB1*04 0,00 0,3750
DRB1*1101 DQB1*06 0,00 0,3750
DRB1*1101 DQB1*03 0,80 0,24 0,6242
DRB1*1102 DQB1*06 0,00 1,0000
DRB1*1102 DQBI1*03 5,21 0,1487
DRB1*1103 DQB1*03 1,69 0,6310
DRB1*1104 DQB1*05 0,00 0,3750
DRB1*1104 DQBI1*03 1,26 1,0000
DRB1*1110 DQB1*03 0,00 1,0000
DRB1*1118 DQB1*03 0,00 0,3750
DRB1*1201 DQB1*03 3.41 0,5567
DRB1*1301 DQB1*05 0,00 0,3750
DRB1*1301 DQBI1*06 1,05 0,006 1,0000
DRB1*¥1302 DQB1*05 0,00 1,0000
DRB1*1302 DQB1*06 0,25 0,0826
DRB1*1303 DQBI1*02 0,00 0,3750
DRB1*1303 DQBI1*05 0,00 0,3750
DRB1*1303 DQB1*03 0,83 1,0000
DRB1*1305 DQBI1*03 1,68 1,0000
DRBI1*1309 DQBI1*06 0,00 1,0000
DRB1*1315 DQB1*06 0,00 0,3750
DRB1*1320 DQB1*06 0,00 0,3750
DRB1*1327 DQB1*06 0,00 1,0000
DRB1*1401 DQBI1*05 1,00 1,0000
DRB1*1402 DQB1*03 0,00 0,5283
DRB1*0701 DQB1*02 0,47 2,30 0,0979
DRB1*0701 DQBI1*03 9,00 0,0281
DRB1*0801 DQB1*04 0,70 0,7444
DRB1*0801 DQBI1*03 0,00 1,0000
DRB1*0804 DQB1*04 0,00 1,0000
DRB1*0804 DQBI1*03 0,00 0,3750
DRB1*0809 DQB1*04 0,00 1,0000
DRB1*0816 DQBI1*04 0,00 0,1392
DRB1*0901 DQBI1*02 1,68 1,0000
DRB1*0901 DQB1*03 1,68 1,0000
DRB1*1001 DQB1*05 3,50 0,1983
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Tabela 7: Associagdes positivas observadas para os alelos e haplétipos HLA-DRB, -
DQBI, detectadas por SSP nos pacientes com Psoriase Vulgar

Associacdes positivas com os alelos HLA-DRB1*0102 e DRB3*02

Alelos- HLA v valor de p Risco Relativo
DRBI1*0102 0,0533 5,44
DRB3*02 5,10 0,0239 pc=ns 2,14

Associagdes positivas com os haplétipos:

HLA-DRB1*0102/DQB1*05

Haplétipo valor de p Risco Relativo
DRB1*0102/DQB1*05 0,0533 5,44
HLA-DRB1*0701/DQB1*03

Haplétipo valor de p Risco Relativo
DRB1*0701/DQB1*03 0,0281 9,00

Ns= néo significante

Tabela 8: Associagdes negativas observadas para os alelos e haplotipos HLA-DRBI e —
DQBI detectadas por SSP nos pacientes com Psoriase Vulgar

Associacoes negativas com os alelos HLA-DRB1*1302 e DRB1*04

Alelos- HLA ¥ valor de p Risco Relativo
DRB1%¥1302 0,0508 0,23
DRBI1*04 752 0,0061 pc=ns 0,33

Associacdo negativa com o haplétipo:

HLA- DRB1*0405/DQB1*03
Haplétipo valor de p Risco Relativo
DRB1*0405/DQB1*03 0,0459 0,00

Ns=ndo significante
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5. DISCUSSAO



5.1. ALELOS HLA-DRB1/DQB1 EM CONTROLES SADIOS

Os estudos relacionados ao polimorfismo e a distribuicdo dos genes HLA
classicos vém sendo estabelecido ao longo do tempo, por meio de dados avaliados em
numerosas populagdes humanas (TRACHTENBERG et al.,1988; IMANISHI ef al.,1991;
MIDDLETON ef al.,2000; MARTINEZ-LASO et al.,2001). Esses conhecimentos referem-
se as variagdes e as freqiiéncias dos genotipos HLA nos distintos grupos étnicos, e
formadores das popula¢bes humanas em diferentes regides geograficas, e sdo fatores
importantes para o entendimento dos eventos biologicos e genéticos dessas populagdes,
como exemplo a recombinagdo, mutagdo e conversdo génica dos genes HLA
(DEGLI-ESPOSTI er al.,1992). O Sistema HLA representa a mais importante ferramenta
para o estudo da origem dos grupos humanos, resultando em multiplas aplica¢bes para a
investiga¢do de uma série de questdes relacionadas a biologia molecular, imunogenética,
susceptibilidade a doengas e variabilidade populacional. Nesse contexto pode-se citar as
freqiiéncias alélicas caracteristicas de uma popula¢do as quais se perpetuaram no tempo,
independente das migragcdes (BODMER,1972; MARSH et al.,2000b).

A atual populagdo brasileira € constituida, na sua grande maioria, por
individuos descendentes de indios americanos-amerindios (GUERRA er al.,1992;
BELICH et al.,1992; PETZL-ERLER, LUZ, SOTOMAIOR, 1993), de imigrantes oriundos
dos paises da Europa, mais especificamente da Espanha, Portugal, Italia, Alemanha
(MORAES et al.,1993; MORAES et al.,1996), da Africa (MIGOT-NABIAS et al.,1999;
ALVES-SILVA et al.,2000), e dos paises orientais (BRAUN-PRADO et al.,2000).

Essa investiga¢do do polimorfismo dos alelos HLA de classe II, na populagdo
de Campinas, regidio Sudeste do Brasil € a continuidade de um primeiro estudo
anteriormente realizado, que teve como objetivo analisar os genes HLA, o sistema genético
e os marcadores por DNA na referida populacéo, utilizando de métodos de tipificagdo HLA
por biologia molecular DNA-PCR/SSP (THOMAZ et al.,1998). A fim de realizar uma
analise mais detalhada dos alelos HLA de classe II- DRBI1, -B3, -B4, -B5 ¢ -DQBI, e
ampliar o niimero de amostras dos individuos controle da mesma popula¢do de Campinas,
foram examinadas nessa pesquisa, duas populagdes humanas, uma constituida de
100 individuos controle sadios provenientes da regido de Campinas, e outra constituida de

60 individuos com Psoriase Vulgar.
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Na analise da populagdo controle, foram encontrados muitos alelos e grupos de
alelos predominantemente presentes entre populagdes, européias e africanas, por exemplo:
HLA-DRB1*03- no estudo 13%, nos africanos 13,99% e nos europeus 11,11%, DRB1*09-
no estudo 2%, nos africanos 1,96% e nos europeus 1,36% (IMANISHI et al, 1991).
Independente dessa tendéncia esperada, os resultados claramente revelam a alta diversidade
¢ a mistura étnica desta populagfo, uma vez que os alelos de classe II- HLA-DR e DQ,
mais caracteristicos entre os amerindios vivendo no Brasil, e populagbes orientais
(LAYRISSE et al.,1988) foram encontrados em porcentagens elevadas no grupo de
brasileiros caucasoides pesquisados, tanto para HLA-DRBI como DRB4. Os alelos
observados em maior freqiiéncia para estes dois grupos: DRB1*04 e DQBI1*03 sido
encontrados, em freqii€ncia elevada nos amerindios - 40% e 66%, respectivamente, também

estavam significantemente elevados neste estudo- 35,0% e 66,0%, respectivamente.

Além disso, foram encontrados em freqiiéncia elevada, certos alelos comuns em
orientais: -DRB1*15 (15%) na populagio estudada e (14,35%) na populagdo de orientais;
DRBI1*08 (10%) na populacdo estudada e (6,49%) nos orientais; DRB1*14 (7%) na
populacdo estudada e (7,69%) em orientais; DQB1*06 (39%) na populagdo estudada e
(39.47%) em orientais, e DQB1*05 — (36%) na populagdo estudada e (36,29%) na
populacéo de orientais (MARSH et al, 2000b).

A alta variabilidade observada na populagio de estudo, conseqiiente da grande
heterogeneidade de origem dos individuos e das misturas entre individuos de etnias
diferentes, resultou em dificuldades adicionais para a perfeita caracterizagdo do
polimorfismo HLA. Este fato reforca a necessidade de métodos de tipificacdo de alta
resolugéo para discernir as especificidades individuais, isso porque a distribuicdo dos alelos
de classe II em nossa populagio mostrou uma clara divisdo entre outras populagdes
caucasoides homogéneas e documentadas na literatura (IMANISH et al,1991;
MIDDLETON et al.,2000). Nossos resultados revelam associacdes particulares, entre os
alelos HLA - DRB e - DQBI, na composi¢do de vérios haplétipos encontrados, e estdo em
concordancia com a amostra de individuos controle, anteriormente avaliada
(THOMAZ et al., 1998), bem como de outras populagdes caucaséides brasileiras
(BRAUN-PRADO et al.,2000). Esses achados apresentam uma associagio significante,
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quando comparados as freqiiéncias de outras populagdes caucaséides (MIDDLETON et
al.,2000; BRAUN-PRADO ef al.,2000; IMANISH et al.,1991; LOUZADA-JUNIOR et
al.,2001). E a identificagdo de alelos e haplotipos, previamente ndo relacionados em uma
area geografica bem definida, pode refletir a transmissdo desse alelo de uma populagio
ancestral (AYLA, 1995; ALVES-SILVA et al.,2000), onde as caracteristicas da populagéo,
possivelmente refletem especificidades biologicas e genéticas importantes em estudos

presentes e futuros, de doengas associadas aos genes HL A nessa populagéo.

Os alelos HLA sao amplamente conhecidos pela sua associagdo com uma série
de doencas de patogénese complexa (MC DEVITT & BODMER, 1972; KRAEMER et
al.,2000; PARK et al.,1998; CABALLERO et al.,1999; GLADMAN et al.,2001; MACIEL
et al.,2001), sendo a susceptibilidade para muitas dessas condi¢des multifatorial e oligo ou
poligénica (SVEJGAARD & RYDER, 1994). A contribui¢do relativa de cada fator para
patogénese de uma certa doenga pode diferir entre populagdes, dependendo das freqiiéncias

caracteristicas para os alelos HLA e a interagdo com outros fatores (PETZL-ERLER, 1999).

O conhecimento do padrdo de polimorfismo e do desequilibrio de ligagdo, nos
diferentes grupos humanos, contribuem para a interpretagdo de suas doengas especificas,
associadas aos alelos HLA no nivel de populag@o e de espécie (DE PABLO, GARCIA-
PACHELO, VILCHES, 1997; MARSH et al.,2000b).

5.2. ALELOS HLA-DRB1/DQB1 NA PSORIASE VULGAR

Em um estudo inicial feito em nosso laboratério, foram analisados 55 pacientes
com Psoriase, e 313 individuos controle sadios, por técnicas soroldgicas. Os resultados
mostraram aumento estatisticamente significante nas frequiéncias dos antigenos HLA-A1,-
A2,-Cw6,-Cw7, e HLA-DR7 e -DQ5 nos pacientes, quando comparado ao grupo controle;
um dado importante encontrado, foi a presenga dos antigenos Cw6 e Cw7, cujas
freqiiéncias estavam significantemente aumentadas em pacientes com surgimento da
doencga em idade precoce (KRAEMER et al.,2000). Na presente investiga¢do, avaliou-se a
mesma populagdo de 60 pacientes e 100 individuos controle sadios, aplicando técnicas de
biologia molecular, DNA-PCR/SSP, a fim de identificar os alelos de classe II na Psoriase
Vulgar.
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A Psoriase difere em trés aspectos importantes das demais doengas humanas
associadas aos genes HLA: € a primeira doenga, evidentemente herdada; nio parece estar
associada a um alelo especifico, e sim a varios alelos e finalmente, em nenhuma outra
doenga foi relatada uma associagfo tdo forte para alguns alelos e a doenga (BARKER,
2001). O risco relativo para o desenvolvimento da Psoriase nas populagdes em geral é
grande, aproximadamente 2%, em cada 100 individuos 6 tem a doenga, ou 1 em 17
(LECHLER & WARRENS, 2000). Com relagdo as associacdes aos genes HLA, muitos
trabalhos tém descrito um aumento das freqiiéncias dos alelos HLA de classe I (WHITE et
al, 1972; ASAHINA, AKAZAKI, NAKAGAWA, 1991; ENERBACK et al.,1997) e de
classe II na Psoriase (SCHMITT-EGENOLF et al., 1996; IKAHEINO et al., 1996).

A literatura especializada tem mostrado uma série de andlises sobre as
associagdes entre os alelos HLA e Psoriase Vulgar, (SCHMITT — EGENOLF et al., 1993),
relatam a associagdo da Psoriase tipo I com haplétipo HLA-DRB1*0701, DQA1*0201 e
DQB1*0303; outro grupo (IKAHEIMO et al., 1996) relatam a associagio da Psoriase
Vulgar com o haplétipo HLA-Cw6, DR7, -DQA1*0201. Ambos estudos apresentam um

aumento nas freqiiéncias dos alelos de Classe II, e sempre incluindo o gene HLA-Cw6.

3.2.1. Associagio positiva de alelos DRB1 e haplétipos DRB1/DQB1

Neste estudo, foram definidos 2 alelos em associagdo positiva nos pacientes
analisados. Os alelos, -DRB1*0102 e -DRB3*02 estavam significantemente associados a
Psoriase Vulgar -DRB1*0102 (p<0,05, RR=5,44) e -DRB3*02 (p<0,02, y>=4,36,

RR=2,14). A literatura ndio relata a ocorréncia desses achados nos pacientes estudados.

Os haplétipos HLA-DRB1*0102/ DQB1*05 (p<0,05 ¢ RR=5,44) e o haplétipo
HLA-DRB1*0701/DQB1*03 (p<0,02 ¢ RR=9,00), igualmente estavam significantemente
associados na Psoriase Vulgar. A forte associagdo encontrada no haplétipo
HLA-DRB1*0701/DQB1*03 foi também relatada em pacientes com Psoriase Vulgar na
Alemanha (SCHMITH-EGENOLF ef al, 1996).
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5.2.2. Freqiiéncia diminuida dos alelos HLA-DRB1 e haplétipo: HLA-DRB1/-
DQB1

Os alelos HLA-DRB1*1302 (p<0,05, RR=0,23) e HLA-DRB1*04 (x*=6,55,
p<0,01 e RR=0,33), e o haplétipo HLA-DRB1*0405/DQB1*03 (p<0,04 e RR=0,00),
mostraram ter um efeito protetor contra o desenvolvimento da Psoriase Vulgar, nos

pacientes analisados. Ndo foi encontrada na literatura dados comparativos.

Todos os alelos e haplotipos com freqiiéncia diminuida apresentaram risco

relativo <1 para o desenvolvimento da Psoriase Vulgar.

5.3. HAPLOTIPOS HLA-DRB1/DQB1 E A MANIFESTACAO PRECOCE DA
DOENCA

A presenga do antigeno HLA-Cw6, relatada em trabalhos anteriores
(ASAHINA et al.,1991; KRAEMER et al.,2000) encontra-se associada a idade de
aparecimento da doenca em pacientes com Psoriase Vulgar, apresentando uma incidéncia e
freqliéncia aumentada, entre aqueles que manifestaram a doenca mais cedo

(HENSELER & CHRISTOPHERS, 1990).

HENSELER & CHRISTOPHERS,1990 caracterizaram dois tipos de psoriase,
associadas significantemente a0 HLA-Cw6 , uma se manifestando mais cedo (<40 anos) em
73.8% dos pacientes e uma se manifestando nos pacientes com idade mais avancada
(>40 anos), em 31,8% dos doentes. Essas observagdes parecem ser a causa mais provavel

da heterogeneidade na Psoriase Vulgar (MATTHEWS et al., 1995).

Esse estudo identificou dois haplotipos HLA-DRB1*0701/DQB1*03 ¢ HLA-
DRB1*0102/DQB1*05 em 100% dos pacientes, com inicio da doeng¢a, em idade mais

jovem (<40 anos).
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Esses dados sdo significantes uma vez que tem sido descrito que o alelo HLA-
Cwo6 e o0 haplotipo HLA-Cw6/DR7 sdo importantes na hereditariedade da Psoriase Vulgar.
Porém, a presenca somente do gene HLA-Cw6 parece ser suficiente para indicar o
significado clinico e o risco para a Psorfase (IKAHEIMO, SILVENNOINEN.
KARVONEN, 1996). Entretanto, a significancia das associa¢des com os alelos de classe II,

podem também implicar em mecanismos patogénicos diferentes (SAEKI ef al.,1998).

Embora a patogénese da Psoriase ainda permanega desconhecida, o presente
trabalho mostra evidéncias claras de uma susceptibilidade genética, através dos dados
moleculares observados nos alelos HLA e os resultados estatisticamente significantes

encontrados, particularmente nas associagdes dos haplotipos HLA- DRB1 e - DQBI.

Esses fatos sugerem um possivel papel dos alelos HLA de classe II -HLA-DRB
e DQBI na patogénese da Psoriase (KIRBY & GRIFFITHS, 2001).
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6. CONCLUSAO
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Essa pesquisa nos permite concluir que a atual populagdo branca de
Campinas- Sudeste do Brasil € constituida por uma mistura de alelos predominantemente
freqiientes nos grupos étnicos constituidos pelos, Amerindios- indios americanos,
caucasoides europeus, africanos e orientais, podendo ser classificada como caucasoide

miscigenada.

Em comparagdo a populagdo de pacientes com Psoriase Vulgar, foi possivel
definir uma associa¢do significante dos haplotipos HLA-DRB1*0102/DQB1*05 e
HLA-DRB1*0701/DQB1*03, e o grupo de pacientes com o inicio precoce da doenga.
Sendo o resultado mais importante desse estudo, indicando uma possivel associa¢do com a
patogénese da doenga. Para as demais associagbes observadas, foi possivel constatar
significAncia com os alelos DRB, porém estudos futuros serdo necessarios para confirmar

esses achados, com aumento da casuistica e outros estudos controlados.

Conclusdo
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In this thesis, we analyzed 100 healthy control individuals and 60 individuals

with Psoriasis vulgaris of the population of Campinas, a city in the southeast of Brazil.

Typification of class II HLA alleles (HLA-DRB1-5 e DQB1) was carried out
through the DNA/PCR/SSP molecular method at medium and high resolution. DNA was
extracted through a salting-out procedure of peripheral blood of each individual
participating in the research. 13 DRBI alleles, 3 DRB3 alleles, 1 DRB4 allele, 2 DRB5
alleles, and 5 DQBI alleles were quantified at a medium or generic resolution using the
PCR/SSP technique for primers of "One Lambda"; and, 45 DRBI1 alleles were quantified at

a high resolution or specific resolution in analyzed patients.

Results analysis showed positive associations suggesting susceptibility to
Psoriasis vulgaris for HLA-DRB3*02 (p<0,05, x2= 4,36, RR= 2,14) and HLA-DRB1*0102
alleles (p<0,05, RR= 5,44). Negative associations indicating protection from Psoriasis
vulgaris were found for HLA-DRB4*01 (p<0,001, x2= 6,55, RR= 0,53) and
HLA-DRB1*1302 alleles ( p< 0,05, RR= 0,23).

Analysis carried out in haplotypes revealed positive association for
HLA-DRB1*0102/DQB1*05 (p<0,05, RR= 5,44) and HLA-DRB1*0701/DQB1*03 alleles
(p<0,02, RR=9,00).

Findings permit to define examined control population as Miscellaneous
Caucasoide and suggest a possible association of the DRB1 allele with the group of patients
showing an early onset of the illness. However, data has to be confirmed in future studies.

Summary
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Tabela I - Caracterizac@o dos individuos controle sadios, segundo sexo, idade.

Individuos Sexo Idade Individuos Sexo Idade
1- JAV M 43 51-FCC M 36
2-JRS M 30 52- MLB M 28
3-JIM M 41 53- NFS M 34
4- JCF M 51 54- VAGA M 40
5- RFG M 33 55- PHM M 44
6- VS M 27 56- LNF M 37
7- MRN M 26 57- NAR M 34
8- ACS M 25 58-MS E 33
9- EPD M 28 59- MCO F 40
10- AH M 50 60- AP F 38
11- LAC M 45 61- JARN M 51
12- CRP M 37 62- GRCV M 36
13- CRL F 31 63- MJS F 25
14- LMB F 37 64- JFF M 38
15- ECC M 37 65- AAMM F 37
16- SLJ F 30 66- MDCV F 36
17- CF M 53 67- MAM F 40
18- JTR F 29 68- MMN M 22
19- SCIBC F 38 69- MS F 45
20- RSSO F 30 70- CAB M 52
21- DFCF M 37 71- MNAS F 44
22-RB M 42 72- RFD F 39
23- MAS M 29 73- JAS M 40
24- 10 M 31 74- MCM F 18
25-LFG M 38 75- MFS F 43
26- JFS M 37 76- MAM M 46
27- LEBO E 49 77- ALL M 18
28- NNS E 43 78- AJR M 51
29- WBM F 50 79- SCO M 28
30- MAM F 51 80- FOC M 26
31- JOCL M 46 81- CSR F 40
32- RLBC F 41 82- CBB M 45
33- AR M 40 83- OMS M 41
34-RLO M 43 84- ARS M 51
35-SCB F 33 85- BA M 42
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36- OCSF M 32 86- ALS M 33
37- LAOS M 52 87- CASS F 54
38- APPC F 29 88- DAJ F 35
39- ACFB F 25 89- OPA M 49
40- JBA F 47 90- RAA M 27
41- OFS M 49 91- JAF M 22
42- APS F 24 92- RF M 26
43- RHFA M 29 93- FFT M 23
44- ALP M 25 94- LMB ¥ 35
45- CMTT M 45 95- SAR M 36
46- JRB M 33 96- PJP 15 46
47- JBT M 53 97- WCS M 22
48- JAS M 34 98- CSC F 31
49- TATM F 43 99- BJT M 22
50- ABP M 45 100- ALSJ M 30
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Tabela II - Distribuigdo dos pacientes, segundo idade, sexo e tempo de doenca

Pacientes Idade Sexo Tempo de doenca
(anos)
1- MSG 41 F 15
2- ABL 63 F 8
3- AO 84 F 79
4- NJF 51 M 21
5-BAS 48 M 14
6- EHL 17 M
7- MAA 33 M 4
8- JVM 59 M 12
9- MAOM 44 F 9
10- GHA 60 M 16
11- PAB 56 M 16
12- FRA 63 F 26
13- JLP 62 M 34
14 AB 54 M 20
15-LRD 60 E 37
16- ERC 66 F 10
17- MLN 32 F 5
18- SG 67 M 8
19- RV 37 M 21
20- NP 66 F 21
21- FAP 24 M 9
22- JLBC 41 M 20
23- SNN 61 F 30
24- MLPF 57 F S
25 LCL 57 M 32
26- ECOC 23 F 12
27- MFSP 39 F 13
28- WR 61 M 11
29- LBS 40 F 5
30- RT 57 M 30
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Continuacio...

Pacientes

31- CASP
32- VSB
33- OAS
34-JD
35- AM
36-LAS
37- LCF
38- EM
39- PR
40- TC
41- LGO
42- MDRO
43- SA
44- ALS
45-LMT
46- ORS
47- MPJS
48- APS
49- 1J

50- NS
51-LS
52- SRE
53- ECSR
54- SECM
55- EFMJ
56- VLM
57- JAS
58- GCS
59- JRL
60- NCP

Idade

56
40
73
58
65

55
62
61
56
|

42
70
61
43
51
74
60

73
29
26
43
41
48
39
71
54
68

Sexo

TR EYTEENEYREERMETE Mgy mooy 2w

Tempo de doenga

(anos)
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TABELA III - Tipificagdo dos alelos HLA-DRBI, -B3, -B4, -B5 ¢ DQB1 em pacientes

com Psoriase Vulgar

Pacientes HLA-DRB1 DRB3 DRB4 DRBS5 DQBI1
1- MSG *1601 *1602 *01 *02 *05 *05
2- ABL *0816 *1001 *05 *04
3- A0 *0404 *0701 *01 *01 *03 *03
4- NJF *0301 *02 *02

5- BAS *1101 *1303 *02 *02 *06 *02
6- EHL *1102 *1001 *02 *05 *03
7- MAA *0101 *0401 *01 *05 *03
8 JVM *0101 *1301 *01 *05 *06
9- MAOM *1501 *1602 *01 *02 *05 *06
10- GHA *1501 *1305 *02 *01 *06 *03
11- PAB *1101 *1104 *02 *02 *03 *03
12- FRA *0102 *0701 *01 *05 *02
13- JIP *1101 *1401 *01 *02 *05 *03
14- AB *0816 *1320 *01 *06 *04
15- LRD *1601 **0701 *01 *02 *05 *02
16- ERC *0411 *1201 *02 *01 *03 *03
17- MLN *1101 *0901 *02 *01 *03 *03
18- SG *0101 *1601 *02 *05 *05
19- RV *1104 *0701 *02 *01 *03 *03
20- NP *0301 *02 *02

21- FAP *0301 *1302 *01 *03 *06 *02
22- JLBC *0301 *1401 *01 *02 *05 *02
23- SNN *1501 *0701 *01 *01 *06 *02
24- MLPF *1101 *02 *03

25- LCL *0403 *1118 *02 *01 *03 *03
26- ECOC *0102 *1301 *01 *05 *06
27- MFSP *1301 *0701 *01 *01 *06 *03
28- WR *0701 *0801 *01 *02 *04
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Continuagio...

Pacientes HILA-DRBI1 DRB3 DRB4 DRBS5 DQB1
29- LBS *¥1602 *1102 *03 *02 *03 *03
30- RT *1501 *0405 *01 *01 *06 *02
31- CASP *1501 *0901 *01 *01 *06 *02
32-VBS *0102 *0411 *01 *05 *03
33- OAS *1101  *1302 *01 *02 *06 *03
34-JD *1101 *0701 *02 *01 *03 *03
35- AM *¥1201 *1303 *01 *02 *05 *03
36- LAS *0302 *1303 *01 *01 *03 *04
37-LCS *0301 *02 *02

38- EM *0801 *1001 *05 *04
39- PR *0301 *1104 *01 *02 *02 *03
40- TC *0401 *1301 *01 *01 *06 *03
41- LGO *0404 *0432 *01 *01 *03 *04
42-MDRO *0102 *0701 *01 *05 *03
43- AS *1503 *1401 *02 *01 *05 *06
44- ALS *0101 *1101 *02 *05 *03
45- LMT *1104 *0701 *02 *01 *05 *02
46- ORS *0102 *1301 *03 *05 *05
47- MPJS *0102 *0402 *01 *05 *03
48- APS *1301 *1315 *01 *01 *06 *06
49- JJ *0103 *1101 *02 *05 *03
50- NS *1502 *1103 *02 *01 *06 *03
51-1S *0804 *1001 *05 *03
52- SRE *1503 *1102 *02 *01 *06 *03
53- ECSR *1103  *0801 *02 *03 *04
54- SECM *0301 *01 *02

55- EFMJ *1501 *0301 *01 *01 *06 *02
56- VLM *1501 *0301 *01 *01 *06 *02
57- JAS *1101 *02 *03

58- GCS *0101 *1503 *01 *05 *02
59- JRL *0301 *0701 *01 *01 *02 *02
60- NCP *1501 *0301 *01 *01 *06 *02
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TABELA IV- Tipificacdo dos alelos HLA-DRBI1, -B3, B4, -B5 ¢ HLA-DQB1 em

individuos controle.

Individuos HLA-DRB1 DRB3 DRB4 DRBS DQB1
1- JAV *0101 *1101 *01 *05 *03
2- JRS *1501 *1102 *01 *01 *06 *06
3-JIM *0101 *1101 *01 *05 *03
4- JCF *1309 *1101 *01 *06 *03
5- RFG *0401 *1101 *01 *01 *03 *03
6- VS *1302 *0801 *01 *06 *04
7- MRN *1503 *01 *06

8- ACS *1503 *01 *06

9- EPD *1502 *01 *06

10- AH *0701 *1101 *01 *01 *02 *03
11- LAC *0404 *1101 *01 *01 *03 *03
12- CRP *1601 *1401 *01 *01 *05 *05
13- CRL *1601 *0405 *01 *01 *05 *03
14-LMB *1301 *0701 *02 *01 *06 *02
15- ECC *0401 *1401 *01 *01 *05 *03
16- SLJ *0701 *1104 *01 *01 *02 *03
17- CF *0405 *1302 *01 *01 *06 *02
18- JTR *1301 *0701 *02 *01 *02 *02
19- SCIBC *1302 *03 *06

20- RSSO *0401 *0701 *01 *02 *03
21- DFCF *0401 *0701 *01 *02 *03
22-RB *0401 *1110 *01 *01 *03 *03
23- MAS *1301 *0701 *01 *01 *06 *02
24-10 *0101 *1101 *03 *05 *03
25- LFG *0102 *0701 *01 *05 *02
26- JFS *0801 *1103 *02 *04 *03
27- LEBO *0101 *0901 *01 *05 *02
28- NNS *0101 *0410 *01 *05 *04
29- WBM *0801 *1101 *02 *03 *04
30- MAM *1302 *0101 *02 *06 *06
31- JOCL *0403 *0404 *01 *04 *04
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Individuos HILA-DRB1 DRB3 DRB4 DRB5 DQB1
32- RLBC *0701 *0801 *01 *02 *04
33- AR *0404 *1104 *02 *01 *03 *03
34- RLO *0701 *1402 *01 *01 *03 *02
35- SCB *0101 *1101 *02 *05 *03
36- OCSF *1501 *0407 *01 *01 *06 *03
37- AOS *1305 *0404 *02 *01 *03 *04
38- APPC *1101  *1401 *02 *05 *03
39- ACFB *1001 *05

40- JBA *1602 *0701 *01 *01 *05 *02
41- OFS *0402 *0701 *01 *03 *02
42- APS *1303 *0809 *01 *03 *04
43- RHFA *1602 *0801 *01 *04 *03
44- ALP *0701 *0901 *01 *02 *03
45- CMTT *0403 *1302 *03 *01 *06 *03
46- JRB *1601 *0801 *01 *05 *04
47- JBT *0101 *1301 *02 *05 *06
48- JAS *0701 *0103 *01 *05 *02
49- TATM *0401 *0801 *01 *03 *04
50- ABP *0101 *0801 *01 *05 *04
51- FCC *1504 *0301 *02 *01 *06 *02
52- MLB *0101 *1401 *02 *05 *05
53- NFS *1302 *03 *06

54- VAGA *1601 *01 *05

55- PHM *1303 *01 *03

56- LNF *0103 *1501 *01 *05 *06
57- NAR *1501 *1101 *02 *01 *06 *03
58- MS *0101 *0804 *05 *04
59- MCO *0404 *1001 *01 *05 *03
60- AP *1601 *1101 *02 *01 *05 *03
61- JARN *0402 *1302 *03 *01 *06 *03
62- GRCV *1502  *0405 *01 *01 *06 *03
63- MJS *0101 *05

64- JFF *0701 *1302 *03 *01 *05 *02
65- AAM *1101 *1302 )2 %203 *06 *03
66- MDCV *0701 *1601 *01 *02 *05 *02
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Individuos HLA-DRB1 DRB3 DRB4 DRB5 DQB1
67- MAM *0405 *1501 *01 *01 *06 *03
68- MMN *0408 *1201 *02 *01 *03 *03
69- MS *0101 *1101 *02 *05 *03
70- CAB *0101 *0301 *01 *05 *02
71- MNAS *0301 *1327 *01 *01 *06 *02
72- RFD *0301 *0408 *01 *01 *02 *03
73- JAS *1102 *1101 *01 *02 *03 *03
74- MCM *0301 *0411 *02 *01 *02 *03
75- MFS *0402 *1301 *01] *01 *06 *03
76- MAM *0101 *0701 *01 *05 *02
77- ALL *0401 *1101 *02 *01 *03 *03
78- AJR *1101 *1302 *02 *03 *06 *03
79- SCO *1501 *0301 *01 *01 *06 *02
80- FOC *0403 *0302 *01 *01 *02 *03
81- CSR *1501 *0403 *01 *01 *06 *04
82- CBB *0301 *1602 *02 *02 *02 *03
83- OMS *1501 *01 *06

84- ARS *0101 *1601 *02 *05 *05
85- BA *1301 *1302 *01 *03 *06 *06
86- ALS *0701 *1501 *01 *01 *06 *02
87- CAS *0301 *1302 *02 *03 *06 *02
88 DAJ *0101 *0401 *01 *05 *03
89- OPA *0405 *1503 *01 *01 *06 *03
90- RAA *0301 *1104 *01 *02 *02 *03
91- JAF *0102 *0404 *01 *05 *03
92- RF *0405 *1301 *01 *01 *06 *03
93- FFT *0405 *1301 *01 *01 *06 *03
94- LMB *0301 *1104 *01 *02 *02 *03
95- SAR *1302 *1602 *03 *02 *06 *03
96- PJP *1101 *1401 *01 *02 *05 *03
97- WCS *0701 *0301 *02 *01 *02 *02
98- CSC *0301 *1402 *01 *02 *02 *03
99- BJT *0405 *0701 *01 *01 *03 *03
100- ALSJ *0404 *1103 *02 *01 *03 *03
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