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Distribution of HLA-DRBI alleles in patients with Diabetes Mellitus Type 1 of
Campinas (SP) and region

HLA class II genes are strongly associated with susceptibility and resistance to type 1
diabetes mellitus (DM-1). The present study reports the HLA-DRB1 genotyping of 41 DM-1
patients and 99 healthy subjets, Campinas (SP) and region. Both groups consisted of an ethnic
mixture of Caucasian, African Negro and Amerindian origin. HLA-DRB1*03 and *04 alleles
were found at significantly higher frequencies among DM-1 patients compared to the controls
(DRB1*03: 48.8% vs 18.2%, P<0.005, RR = 4.27; DRB1*04: 43.9% vs 15.1%, P<0.008, RR =
4.37) and were associated with a susceptibility to the disease. DRB1*03/*04 heterozygosity
conferred a strong DM-1 risk (RR = 5.44). In contrast, the HLA-DRB1*11 allele frequency was
lower among DM-1 patients (7.3% vs 32.3% in controls), but the difference was not significant.
These data agree with those described for other populations and allow genetic characterization of
DM-1 in Brazil.

The distribution of HLA-DRBI1 alleles in the control population of the Campinas region
(n=99) revealed the higher frequencies of DRB1*11, *01 and *03. The present report contributes

to the HL A-disease association studies in this region of the Southeast of Brasil.
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Distribuicio dos Alelos HLA-DRB1 em Pacientes com Diabetes Melito Tipo 1
de Campinas (SP) e Regiio

Os genes HLA de classe II estdo fortemente associados com a suscetibilidade e a resisténcia
ao desenvolvimento do Diabetes Melito Tipo 1 (DM-1). O presente estudo relata a genotipagem
de 41 pacientes com DM-1 e 99 controles s3os, do Sudeste do Brasil (regido de Campinas, SP).
Ambos os grupos consistiram de uma mistura étnica oriunda de caucasoéides, negros africanos e
amerindios. A freqiiéncia dos alelos HLA-DRB1*03 e *04 foi significativamente maior entre os
pacientes com DM-1, comparado ao grupo controle (DRB1*03: 48,8% vs 18,2%, P<0,005, RR =
4,27, DRB1*04: 43,9% vs 15,1%, P<0,008, RR = 4,37), sendo estes alelos associados com a
suscetibilidade a doenga. O heterozigoto DRB1*03/*04 conferiu um forte risco para o
desenvolvimento do DM-1 (RR=5,44). Por outro lado, a freqiiéncia do alelo HLA-DRB1*11 foi
menor entre os pacientes com DM-1 (7,3% vs 32,3, em controles), mas a diferenca ndo foi
significativa. Estes dados concordam com os descritos para outras populagdes e permitem a
caracteriza¢do do DM-1, no Brasil.

A distribui¢do dos alelos HLA-DRBI, na populagdo controle da regido de Campinas (SP),
revelou as maiores freqiiéncias dos alelos DRB1*11, *01 e *03. O presente estudo contribui para

os estudos de associagdo entre HLA e doengas, nesta regido do Sudeste do Brasil.
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L.1. DIABETES TIPO 1

O Diabetes Melito Tipo 1 (DM-1) é uma doenga auto-imune sindrOmica, causada pela
perda da tolerancia imunologica de linfocitos T a constituintes das células B pancreaticas, que, ao
serem destruidas, geram deficiéncia endogena de insulina (ROSSINI et al, 1993).
Classicamente, foi identificado como sendo de inicio agudo, acometendo criancas e adolescentes
e, atualmente, recebe a denominagio de Diabetes Tipo 1 (THE EXPERT COMMITTEE, 1997).

Com a introdugdo de marcadores genéticos, os critérios diagnosticos atuais para a.
identificagdo do DM-1 propiciaram a inclusdo de outras formas da doengca. ZIMMET e
colaboradores (1994) propuseram uma outra categoria da doenga, Diabetes Auto-imune Latente
em Adultos ou LADA (do inglé€s, "Latent autoimmune diabetes in adults"), denominada também
de DM-1 de inicio tardio. Estes pacientes desenvolveriam o DM-1 de forma ndo classica,
usualmente apoés a idade de 20 anos, constituindo uma significante, embora ainda ndo definida,
proporcdo de diabéticos adultos. Sdo também relevantes outras observagbes compiladas por
ZIMMET (1995) sugerindo que, um pequeno subgrupo de mulheres com Diabetes Melito
Gestacional (DMG) apresentaria uma forma lenta de DM-1 (aproximadamente 2% dos casos).

O conjunto destes dados corrobora o aspecto sindromico do DM-1, considerado, entdo,
como um grupo de doengas com determinismo poligénico e multifatorial, incluindo fatores
ambientats, como dieta e infecgSes (SCHRANZ & LERNMARK, 1998). Sendo assim, admitem-
se varios fatores imunopatogénicos, cuja elucidagdo é complexa e agravada pela indefini¢io do
auto-antigeno primario da doenca.

Na patogénese do DM-1, o papel da imunidade celular T foi demonstrado através das
seguintes observagdes: a) presenca de insulite, com predominéncia de linfocitos T (GEPTS &
LECOMPTE, 1981); b) citotoxicidade linfocitaria T antipancreatica in vitro (BOITARD et al,

1981); c) presenca de linfocitos T reativos in vitro a possiveis auto-antigenos da célula
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(HARRISON et al., 1992); d) obten¢do de remissGes clinicas do DM-1 com a utilizagdo de
imunossupressores T (BOUGNERES et al., 1988).

Estudos imunometabdlicos sobre 0 DM-1 conduziram a proposi¢do da historia natural da
doenga. Decorrente da hiperglicemia, o aparecimento dos sintomas clinicos classicos ocorre
tardiamente, com respeito ao inicio da doenca auto-imune, no pancreas. E necessaria uma
destrui¢do de aproximadamente 80% da massa de células B insulino-secretoras para que se
desenvolva o DM-1 clinico (GEPTS & LECOMPTE, 1981).

Ha evidéncia de anomalias do metabolismo glucidico (diminuigdo da primeira fase de
insulino-secrec¢do), varios meses antes da instalacdo dos sintomas clinicos. Esta evidéncia foi
demonstrada de forma repetida, em gémeos monozigoéticos e familiares de diabéticos Tipo 1,
sugerindo a existéncia de uma fase prolongada, denominada pré-diabetes clinico (SRIKANTA et
al,, 1983). Esta fase foi também caracterizada pela presenga de auto-anticorpos circulantes,
existentes varios meses ou anos, antes da manifestagdo do DM-1 clinico. Os auto-anticorpos
considerados marcadores imunolédgicos da doenga, s3o: anticitoplasma de células de ilhota
(“ICA: do inglés, islet-cell antibodies”) (BONIFACIO et al., 1989); anti-insulina ( “IAA: do
inglés, insulin autoantibodies”) (PALMER et al., 1983). IA-2, IA-28 (THE EXPERT
COMMITTEE, 1997) e anti-GAD (“GAD: do inglés, glutamic acid decarboxylase™)
(BAEKKESKOV et al., 1990).

No Brasil, ainda ndo existem dados precisos sobre a prevaléncia do DM-1. Um estudo
epidemiologico sobre a prevaléncia do Diabetes Melito (MALERBI et al., 1992) avaliou uma
populagdo urbana de nove cidades, com faixa etaria entre 30-69 anos, sem discrimina¢io entre as
categorias da doenca. Foi documentada uma taxa de 7,6%, para Diabetes Tipo 2, comparavel a
encontrada nos paises industrializados. A propor¢do de individuos diabéticos tratados por

insulina foi de 0,6%, podendo-se considera-la, entretanto, subestimada, devido tanto a elevada
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taxa de mortalidade por Diabetes no Brasil, como também & exclusdo da populagdo pediatrica.
Em escala nacional, estes dados representaram a importéncia do seguimento do estudo, em, para
se obter uma indicagio precisa da prevaléncia do Diabetes, nas categorias Tipo 1 e Tipo 2, de
acordo com as particularidades do Pais, caracterizado por migragGes internas € varios grupos

raciats.

1.2. DIABETES TIPO 1 E SISTEMA HLA

LILLY, BOYSE & OLD (1964) demonstraram que, em camundongos, a suscetibilidade a
certas leucemias era controlada por genes do CPH (Complexo Principal de
Histocompatibilidade), inspirando a realizagdo de estudos sobre a associagdo entre doengas e
antigenos HLA. Em humanos, a associagdo entre HLA-B27 e Espondilite Anquilosante
representou um marco histérico no estudo de associagdo entre genes HLA e suscetibilidade a
doencas (SCHLOSSTEIN et al., 1973). Posteriormente, numerosos estudos foram realizados,
abrangendo diversas patologias (TIWARI & TERASAKI, 1985).

No inicio dos anos 1970, observagGes clinicas em populagdes caucasoides, sugeriram a
existéncia de suscetibilidade familiar para o desenvolvimento do DM-1, assim como de outras
doencgas auto-imunes (SINGAL & BLAJCHMAN, 1973; NERUP et al., 1974). Foi feita uma
associagdo com genes de uma regido polimorfica, localizada dentro do CPH humano,
denominada Sistema HLA. A disponibilidade de marcadores sorologicos para os produtos dos
genes HLA de classe I (A, B e C) permitiu ndo apenas éstabelecer sua ligacdo genética com as
doengas (antigenos HLA B8 ¢ B15 com DM-1), mas também iniciar estudos sobre o papel
fundamental dos produtos do CPH na regulag@o da resposta imunolégica.

O interesse pelo estudo do Sistema HLA decorre do fato de o mesmo ser o mais

polimoérfico descrito, no homem, e da observagdo de que numerosas doengas apresentam
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associagio com os antigenos HLA (COLOMBANI, 1992). Trata-se de um conjunto de
aloantigenos, cuja importancia foi conhecida, inicialmente, no campo dos transplantes de tecidos
e orgdos, e, por isso, sio também denominados como antigenos de histocompatibilidade.
Atualmente, estas moléculas sdo consideradas elementos fundamentais para o reconhecimento
antigénico e desenvolvimento de respostaimunolégica (COLOMBANI, 1992).

A regido HLA estd situada no brago curto do cromossomo 6 humano (6p21.3),
compreendendo um segmento de DNA de aproximadamente 3.500 kb. Os genes do Sistema
HLA estdo divididos em trés regides, sendo denominados como: genes HLA de classe 1, classe II
e classe ITI, cuja organizacdo esta esquematizada na Figura 1. Os genes HLA classe I (A, B, C) e
classe II (DR, DQ, DP) codificam glicoproteinas de superficie celular, que correspondem aos
antigenos HLA classe I (antigenos HLA-A, -B, -C) e classe II (antigenos HLA-DR, -DQ, -DP),
respectivamente. Dentro da regido HLA de classe I, foram identificados os genes que codificam
as proteinas transportadoras de peptidios (genes TAP1, TAP2) e os que codificam complexos
protéicos de degradacgdo de peptidios (genes LMP2, LMP7). Os genes HLA classe III codificam
diversas proteinas, entre elas: as do sistema complemento (C2, Bf, C4a, C4b); fator de necrose
tumoral (“TNF: do inglés, tumour necrosis factor”, TNFa e TNFp), e proteinas do choque

térmico (“HSP: do inglés, heat shoc protein”) (revisio de NEPOM & NEPOM, 1995).
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Figura 1. Organizacgo génica da regido HLA
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(adaptado de NEPOM & NEPOM, 1995)

Os antigenos de classe I estdo presentes em, praticamente, todas as células nucleadas do

organismo. Os antigenos de classe II apresentam distribuigao mais restrita, estando presentes em

linfocitos B, monodcitos, macréfagos e linfocitos T ativados (COLOMBANI, 1992). As

moléculas de classe II (Figura 2) sdo heterodimeros constituidos por duas cadeias glicoprotéicas,

o (cadeia pesada) e B (cadeia leve), unidas de forma ndo covalente (ROITT, BROSTOFF,

MALE, 1991; ABBAS, LICHTMAN, POBER, 1994). As cadeias o e [ apresentam dois

dominios na regido extra-celular, al, a2 e B1, B2, respectivamente. Os dominios a2 e B2 tém

homologia com os dominios das regides constantes das imunoglobulinas. Os residuos

polimérficos das moléculas de classe Il estao concentrados nos dominios al e Bl, que

constituem o sitio de ligacdo ao antigeno, representado na Figura 3 (ABBAS, LICHTMAN,

POBER, 1994, COLOMBANIL, 1992). No caso da molécula HLA-DR, a cadeia DRa €
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invariavel, sendo o dominio B1 da cadeia DRP muito variavel. Assim, o polimorfismo genético
das moléculas de classe II determina a superficie quimica para a ligagdo de peptidios e influi no
reconhecimento antigénico pelos linfocitos T (ABBAS, LICHTMAN & POBER, 1994).

Além da comprovada diversidade de genes e do polimorfismo dos alelos, outra
importante caracteristica do Sistema HLA € a existéncia de desequilibrio de ligagdo entre os
genes, isto é, associagdes preferenciais entre determinados alelos de diferentes loci. Cita-se o
exemplo: A*0101, B*0801, DRB1*0301, DQAIL*0501 e DQB1*0201 (THORSBY &

RONNINGEN, 1993).

Figura 2. Esquema da molécula HL A de classe 1T

Memb. Plasmatica

Citoplasma

(adaptado de ROITT, 1987)
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Figura 3. Esquema do sitio antigénico da molécula HLA de classe I

B1

(adaptado de COLOMBANI, 1992)

A implantagdo de técnicas de tipagem dos genes HLA de classes I e I (WORDSWORTH

et al, 1990) permitiu a melhor identificagdo do polimorfismo desta regido. Atualmente, a

genotipagem é considerada o método mais preciso. Desde entdo, os antigenos do Sistema HLA

tém sido designados preferencialmente de acordo com os genes que 0s codificam e sua crescente

identificacdo ultrapassa as disponibilidades de definigdo soroldgica. Foram descritos 87 alelos,

para o locus A; 191 alelos, para HLA-B; 44 alelos, para HLA-C; 189 alelos, para HLA-DRBI,

20 alelos, para HLA—DQAI; 32 alelos, para HLA-DQBI; 10 alelos, para DPAL e 77 alelos, para
DPB1 (BODMER et al., 1997).

Inicialmente, através de marcadores sorologicos, a identificagdo das moléculas HLA de

classe I (DR) proporcionou associagdes mais fortes com o desenvolvimento do DM-1,

estabelecendo-se riscos relativos (RR) de suscetibilidade a doenga. Os alelos HLA-DR3 e -DR4,

Introdugdo 8



que estdo em desequilibrio de ligagdo com B8 e B15, respectivamente, foram detectados em 90 a
95% dos individuos com DM-1, em populagdo caucasdide (WOLF, SPENCER, CUDWORTH,
1983). Detectou-se um RR de 3-6 em individuos HLA-DR3/X, 6-7 em individuos HLA-DR4/X,
elevando-se este risco para 47 em heterozigotos DR3/DR4.

Em caucasoides, com o uso de marcadores soroldgicos, se demonstrou que a
suscetibilidade ao DM-1 estava mais fortemente associada com moléculas HLA de classe 11 DQ,
priorizando-se o alelo DQw3.2, encontrado em 95% dos diabéticos DR4 (KIM et al, 1985).
Posteriormente, com a implanta¢do da genotipagem HLA de classe II, foram descritos haplotipos
associados tanto com a suscetibilidade, como com a protegdo ao DM-1, em caucasoides
(THORSBY & RONNINGEN, 1993). Os dois haplotipos principais de suscetibilidade sdo os
abaixo-descritos:

- A*0101, B*0801, DRB1*0301, DQA1*0501, DQB1*0201 e

- DRBI1*0401, DQA1*0301, DQB1*0302

O principal haplotipo de protegio ao DM-1 descrito foi:

- DRBI*15, DQA1*0102, DQB1*0602.

A regido do Sistema HLA representa o maior componente genético do DM-1 ja
detectado, sendo designada como locus IDDM-1 (DAVIES et al, 1994). Contudo, em
caucasoides, ela define somente 30 a 50% da suscetibilidade, descrita em gémeos monozigdticos
- (BARNETT et al,, 1981). No caso de irmdos HL A idénticos ao do individuo afetado, esta taxa
' cai para 15 2 25% (DESCHAMPS et al., 1984).

A determinagdo dos genes HLA de classe II permitiu a realizagdo de programas de
detecgdo precoce da doenga para a implantagdo de estratégias de imuno-interven¢do (BACH,

1994). Desde entdo, estes genes sdo considerados os primeiros marcadores genéticos do DM-1
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L.3. GENETICA DO DIABETES TIPO 1 NO BRASIL

No Brasil, sdo poucos os relatos sobre o estudo da genética do DM-1. Utilizando métodos
sorologicos em uma populagdo do Rio de Janeiro, em 1981, GOMES e colaboradores relataram
o aumento da freqii€ncia dos antigenos HL A B8, B13 e B15 e diminui¢do de B5, B7 ¢ B12, em
23 pacientes com DM-1, quando comparado com o grupo-controle de 102 individuos ndo
aparentados.

Em 1987, EIZIRIK e colaboradores publicaram um estudo de associagio HLA ¢ DM-1,.
realizado na regido centro-sul do Brasil (noroeste do estado de S3o Paulo e sul do estado de
Minas Gerais). Estes autores demonstraram uma maior freqiéncia das especificidades
sorologicas HLA A2, B15, DR3 e DR4, em 65 pacientes de etnia mista com DM-1, quando
comparado ao grupo-controle de 100 individuos.

Em 1996, CARRIER e colaboradores descreveram que a variante promotora do gene
HLA DQB (denominada QBP 3.21) influiria parcialmente na associagdio do DM-1 com DQB1
em haplétipos contendo DRB1*04, em 27 familias residentes em Szo Paulo (SP).

Os estudos de um grupo de Fortaleza (CE) apresentados no XII “Workshop”
Internacional de Histocompatibilidade e DM-1 ndo revelaram associagdo da DM1 e o haplétipo
DRB1*04, ao compararem 75 pacientes com 37 individuos normais da mesma regido (dados
compilados por CAILLAT-ZUCMAN et al., 1997).

Recentemente, o grupo do Laboratério de Histocompatibilidade do Hemocentro-
UNICAMP relatou o primeiro estudo associativo entre HLA-DRB1 e uma populagdo de
individuos com DM-1, de Campinas e regides proximas, do estado de Sdo Paulo (MARQUES et
al., 1998). Este estudo contribui para o conhecimento da distribuigdo da freqiiéncia dos genes
HLA, na populagdo com DM-1, em nosso pais, considerando-se o extenso territorio e a

miscigenagdo racial aqui existentes. A andlise tem importincia tanto para a caracterizagio
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epidemiolédgica da sindrome DM-1 no Brasil, como também para a elaboragio de programas de

detecgdo precoce da doenga, em nosso meio.
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II. Objetivos




1) Padronizar e implantar a técnica de genotipagem dos alelos HLA de classe II, no Laboratério

de Histocompatibilidade do HEMOCENTRO-UNICAMP.

2) Caracterizar a freqiéncia dos alelos HLA de classe II, locus DRB1, numa populagdo de
individuos com DM-1, ndo aparentados, atendida no Ambulatério de Endocrinologia, do

Hospital das Clinicas da UNICAMP, e proveniente de Campinas (SP) e regides proximas.

3) Iniciar um estudo de frequéncia fenotipica dos alelos HLA-DRBI1, na populagdo normal de
Campinas (SP) e regides proximas, e compara-la com outros estudos, nacionais e

internacionais.
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III. Material e Métodos




OL.1. POPULACOES DE ESTUDO

Neste estudo, foram analisados dois grupos de populagdes, citados abaixo:

1. GRUPO DE PACIENTES COM DIABETES TIPO 1, constituido de 41 individuos, n3o
aparentados, diagnosticados por sintomatologia de sindrome hiperglicémica, segundo
critérios do NATIONAL DIABETES DATA GROUP (1979), com ou sem ceto-
acidose, tendo recebido insulinoterapia desde o diagnéstico. Estudaram-se 41
pacientes com idade média, em anos, no momento do diagnoéstico de 17,7 = 7,9 .
(X = DP), sendo 26 mulheres (25,6 = 9,9) e 15 homens (27,6 + 7,8). Todos os pacientes
foram acompanhados no Servico de Endocrinologia, do Hospital das Clinicas da
UNICAMP, apds mostrarem consentimento, por escrito, segundo as determinagdes da
Comissdo de Etica da Instituigio. Todos os pacientes eram de origem étnica mista,
oriundos de cruzamentos entre brancos, negros e indios, e provenientes de Campinas
(SP) e regiGes proximas.

2. GRUPO CONTROLE, constituido de 99 individuos sadios, doadores de sangue e
funcionarios do Hemocentro do Hospital das Clinicas, UNICAMP, sem antecedentes

familiares de DM-1, e de origem étnica similar a dos pacientes.

2. METODOLOGIA DO ESTUDO

A composi¢do detalhada dos reagentes utilizados e suas referéncias encontram-se no

APENDICE.

2.1. Banco de DNA

Foi constituido um banco de DNA genémico dos individuos incluidos no estudo. O DNA

foi obtido de sangue total periférico, através de adaptacGes do método rapido de extragdo de
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DNA por sais, procedimento recomendado no XII “Workshop” Internacional de
Histocompatibilidade (CHARRON & FAUCHET, 1996), utilizando-se NaCl, e finalizagdo com

a técnica classica de extra¢do por fenol (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989). O DNA

foi, posteriormente, conservado a -20°C.

2.2. Extracdo de DNA

O sangue foi coletado em tubos de 10ml! contendo 0,1 ml de ED.T.A 10% como
anticoagulante. Inicialmente, o sangue foi centrifugado 10 minutos a 1.500 rpm, sendo retirado o
plasma e adicionado igual volume de tampio de lise de hemacias, misturando-se por inversio.
ApOs repouso a temperatura ambiente por 15 minutos, o hemolisado foi centrifugado 10 minutos
a 2.500 rpm. Removido o sobrenadante, o precipitado de leucocitos foi lisado em 5 ml de
solugdo TKM1 e 125 pl de Triton, misturando-se por inversio e centrifugando-se 10 minutos a
2.500 rpm. Removido o sobrenadante, o precipitado foi ressuspendido com 800 pl de solugdo
TKM2 e 50 pl de SDS 10%. Apos misturar-se varias vezes, por invers3o, incubou-se durante 30
minutos, a 55°C. Posteriormente, foi adicionado 360 pil de NaCl SM, misturando-se por inversdo
e deixando-se em repouso & temperatura ambiente por 10 minutos.

Entdo, a mistura foi transferida para tubo eppendorf estéril e as proteinas foram
precipitadas, centrifugando-se 10 minutos a 12.000 rpm. O sobrenadante foi recuperado, dividido
-em dois tubos eppendorf, sendo adicionado 500 pl de uma solugdo, contendo cloroférmio/alcool
isoamilico (24:1) e 500 ul de fenol saturado. A amostra foi agitada e centrifugada 20 minutos a
2.500 rpm. A fase aquosa foi transferida para outro tubo estéril, repetindo-se o procedimento
com 1000 pl de solugdo cloroférmio/alcool isoamilico (24:1). Apos a transferéncia da fase
aquosa para um novo tubo, a precipitacdo dos acidos nucléicos foi conduzida pela adicdo de

acetato de sodio 3M, pH 5,3 (10% de volume) e etanol absoluto gelado (3x volume), agitando-se
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por inversdo. O DNA precipitado foi recuperado e transferido para outro tubo eppendorf para a
realizagdo das lavagens. Inicialmente, o DNA foi lavado com etanol absoluto gelado e,
posteriormente, com etanol 70%.

Finalmente, o DNA foi solubilizado em agua destilada, deionizada, estéril e teve sua
concentracdo estimada em espectrofotometro, através do valor da densidade otica em

comprimento de onda 260 nm (SAMBROOKXK, et al, 1989).

2.3. Genotipagem HILA

Os alelos HLA de classe II do locus DRB1 foram genotipados, utilizando-se técnicas de
referéncia do XII "Workshop” Internacional de Histocompatibilidade (CHARRON &
FAUCHET, 1996).

A técnica PCR-SSO (do inglés, "Polymerase chain reaction - Sequence-specific
oligonucleotide") foi padronizada no Laboratorio de Histocompatibilidade do HEMOCENTRO-
UNICAMP, através da andlise de treze DNAs-controles, fornecidos pelos organizadores do
"Workshop". Os oligonucleotidios (recomendados para "primers" e sondas, da tipagem HLA
DRB1) foram cedidos pela Dra. Sophie Caillat-Zucman (INSERM U-25, Franga). O protocolo

PCR-SSO para a genotipagem HLA-DRB1 consistiu das seguintes etapas:

a) Reacdo de PCR

Foi utilizado um par de "primers" para a amplificagdo especifica do segundo exon do
locus HLA-DRBI, a partir de, aproximadamente, 0,5 ug de cada amostra de DNA. Citam-se,
abaixo, as sequéncias nucleotidicas dos “primers” utilizados:

- DRBPl: 5' CCGGATCCTTCGTGTCCCCACAGCACG 3’
- DRBP2: 5' TCGCCGCTGCACTGTGAA 3"
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As reagGes de PCR foram realizadas com "Taq Polymerase" (Pharmacia), num aparelho
termociclador "DNA Thermal Cycler" Perkin-Elmer Cettus (EUA). Trinta ciclos foram
efetuados, consistindo das etapas: desnaturagio, 1 min. a 95°C; anelamento, 1 min. a 55°C;
extensdo, 1 min. a 72°C. As trés etapas consecutivas da reagio de PCR (com sucessivas
repetigdes) tiveram, como objetivo, a amplificagio exponencial da regido alvo. Desnaturagio em
altas temperaturas foi utilizada para a dissocia¢do da dupla hélice de DNA; o anelamento (com
temperatura diminuida) permitiu o pareamento dos “primers” com cada fita de DNA alvo, e a
extensdo a 72°C consistiu do inicio da sintese de DNA, pela enzima Taq DNA polimerase.

Estas rea¢Ges foram realizadas em tubos estéreis de 0,5ml, da seguinte maneira:

Tampdo 10x para Taq DNA polimerase 10 ul
MgCl; (25 mM) 3l
DNTPs (2,0 mM) 10 ul
DRB P1 (25 pM) 1wl
DRB P2 (25 pM) 1ul
Taq DNA Polimerase (1 U/ul) 1,25 U (0,25 ul)
H;0 destilada estéril gsp 100 ul
DNA 1l

Cada reagdo de PCR conteve um controle negativo, constituido de: solu¢do PCR, H,O

destilada estéril, Taq DNA Polimerase, sem amostra de DNA.

b) Detecgdo dos Produtos de PCR

Os fragmentos resultantes da amplificagdo por PCR (tamanho esperado para DRB1 = 292
pb) foram migrados, eletroforeticamente, em gel de agarose 2% e corados com brometo de etidio
(EtBr) na concentragio de 0,5ug/ml. Os produtos de PCR foram aplicados em gel e migrados em

cuba de eletroforese, com tampdo TEB 10x, junto com um marcador de peso molecular de DNA
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(100 Base-Pair Ladder, na concentragdo de 1 pg/ul). O gel foi, em seguida, exposto a luz Ultra
Violeta, em transiluminador, acoplado a uma maquina fotografica Polaroid, sendo os produtos de

PCR visualizados e fotografados para documentag@o.

¢) “Dot Blot”: Transferéncia do DNA em Membrana

As amostras de DNA foram feitas, utilizando-se 2,5 ul do produto amplificado por PCR ¢
17,5 ul de H,O estéril. Inicialmente, em aparelho para “Dot Blot” (Minifold DOT BLOT"
Manifold tipo SRC 96D; Schleicher & Schuell — ref 447910, Alemanha) as membranas foram
preparédas para a transferéncia do DNA. O “Dot Blotter” foi preparado por meio de lavagem
com H,O destilada. As membranas de nylon (Hybond, Amersham) e o papel Whatmann
utilizados foram preparados com imersdo em H;O e, posteriormente, em tampdo SSPE 10x,
sendo ajustados para a recuperagdo da ordem de depdsito das amostras de DNA. No presente
caso, utilizou-se a convengdo de corta-los, em 4ngulo superior direito. As membranas foram,
entdo, ajustadas no “Dot Blotter”, que foi acionado para o depdsito das amostras de DNA.

Apbs o término do deposito das amostras de DNA, as membranas foram colocadas sobre
3 folhas de papel Whatmann, previamente embebidos em NAOH 0,4N, em recipiente plastico,
deixando-se 10 minutos. As membranas foram, entdo, secadas em estufa a +80°C, durante 2
horas, entre dois papéis Whatmnn. Os "blots" (membranas com DNA transferido) puderam ser

assim conservados, em temperatura ambiente.

d) Marcagdo das sondas DRBI com Digoxigenina-ddUTP

As reagdes de marcagio das sondas DRB1 foram realizadas em tubos estéreis de 0,5 ml,

utilizando-se kit de Boehringer Mannheim, da seguinte maneira:
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Tampdo 5x para a enzima Terminal Transferase 4ul

CoCl; 25mM 4ul
Digoxigenina-11-ddUTP(DIG-ddUTP) 1ul
Terminal Transferase 2501 u)
H;O gsp 20ul

A mistura foi agitada, em vortex, centrifugada e incubada 15 minutos a 37°C.
Posteriormente, a reagdo foi bloqueada, incubando-se 30 min. a —80°C. As sondas marcadas

foram conservadas a —20°C.

e) Pré-hibridizacdo

Os "blots" foram umidificados em solu¢do SSPE 4x e inseridos em tubos Falcon (50ml),
por meio de enrolamento manual, para que as membranas pudessem se aderir as paredes dos
tubos. Foram adicionados 10 ml de solucdo de hibridizacdo (proporgdo: 0,15 mlcm® de
membrana) e procedeu-se a pré-hibridizagio dos "blots", durante 30 minutos a 54°C, em forno de

hibridizagdo (Hybridization Over/Shaker, Amersham Life Science).

) Hibridizagdo

A hibridizag@o foi realizada durante uma noite, com a adi¢do das sondas SSO (25 pM/10
ml] de tampdo de hibridizagdo), marcadas com digoxigenina-11-ddUTP aos tubos contendo as
membranas pré-hibridizadas. No total, foram utilizadas 18 sondas DRB1 e 2 sondas DRB3.

Citam-se, a seguir, as seqiiéncias nucleotidicas das sondas utilizadas e suas respectivas

especificidades:
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Sondas Seqiiéncia Nucleotidica Especificidades
L1l: 5' GTGGCAGCTTAAGTTTGAA 3" DRB1*01
Di1l: 5' GCAGCAGGATAAGTATGAG 3’ DRBI1*15 + *16
N77: 5' CGGGTGGACAACTACTGCA 3" DRB1*03
H33: 5' GATACTTCTATCACCAAGAG 3’ DRB1*04
ES8: 5' GCCTGATGAGGAGTACTGG 3" DRB1*11 + *12
L37: 5' CAGGAGGAGCTCCTGCGCT 3° DRB1*11 + *12
E71: 5' CCTGGAAGACGAGCGGGCC 3! DRB1*13 + *14
H60: 5' TGCTGCGGAGCACTGGAAC 3" DRBI1*13 + *14
Gl11: 5* GTGGCAGGGTAAGTATAAG 3" DRB1*07
L74: 5" GGCGGGCCCTGGTGGACAC 3! DRB1*08
Y26: 5' GGGTGCGGTATCTGCACAG 3’ DRB1*09
V1i: 5' GGAGGAGGTTAAGTTTGAG 3" DRB1*010
N37: 5* CAGGAGGAGAACGTGCGCT 3" DRB1*03 + *06
K71: 5' CTGGAAGACAAGCGGGCCG 3! DRB1*1303
D37: 5' AGAGGAGGACTTGCGCTTC 3" DRB1*1501
AVS86: 5' CTACGGGGCTGTGGAGAGC 3" DRB1*15+*16+*0102+*05
Q70: 5' GAGCAGAGGCGGGCCGCG 3! DRB1*13+*14+*01 + *04
E28: 5' GTTCCTGGAGAGATACTTC 3" DRB1*03 + *13 + *14
R11: 5' GGAGCTGCGTAAGTCTGAG 3" DRB3*
H30: 5' GTTCCTGGAGAGACACTTC 3? DRB3*
g) Lavagens

Ap6s a hibridizacio, as membranas foram colocadas em recipientes de plastico para os

seguintes procedimentos de banho de lavagem:

- 12 lavagem: 2 vezes, com 100 ml de solu¢do SSPE 2x - SDS 0,1%, durante 15

minutos.

- 22 lavagem: 2 vezes, com solugdo TMAC, durante 10 minutos, a temperaturas

diferentes, segundo a sonda utilizada, a 59°C, para sondas de 19 pares de base e, a 58°C,

para sondas de 18 pares de base.
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8) Revelagdo

A revelagdo das sondas marcadas com digoxigenina (em “dot blot”) foi realizada por

técnica de imuno-detec¢do, com o auxilio de kits Boehringer Mannheim, tratando-se as

membranas conforme descri¢do abaixo:

Etapa 1. Incubacgéo, durante 5 minutos, com tampao de revelagdo 1.

Etapa 2. Incubagio, durante 30 minutos, com tampio II.

Etapa 3. Incubacgdo, durante 1 hora, com tampdo II e anticorpos anti-DIG (Fragmento
Fab de cabra, conjugado com fosfatase alcalina, diluigdo: 1/5000), a temperatura
ambiente, com agita¢do continua.

Etapa 4. Incubagdo, novamente com tamp3o I, 2 vezes, durante 15 minutos.

Etapa 5. Adi¢do de 2 ml de solugdo com tampdo III contendo Lumigen PPD*, um
substrato quimioluminescente para a fosfatase alcalina (diluigdo: 1/100), cobrindo-se
cuidadosamente cada membrana. Fez-se, entdo, incubagio em estufa a 37°C, durante
15 min., ao abrigo da luz. O excesso de tamp@o foi retirado com papel absorvente € o
"blot" envolvido com um plastico tipo Saran.

Etapa 6. Finalmente, as membranas foram expostas a filmes KODAK, durante 5 a 15

min., & temperatura ambiente e auto-radiografadas.

1IL3. ANALISE ESTATISTICA

A distribuic@o dos alelos DRBI1 foi comparada, entre pacientes com DM-1 e controles de

mesma origem é€tnica, pelo teste Qui-quadrado, com corre¢do de Yates. Os resultados foram

apresentados, comparando-se a distribuicdo das freqiiéncias fenotipicas e alélicas de

HLA-DRBI. As freqiiéncias fenotipicas representaram a porcentagem (%) de pacientes que

possuiam cada alelo DRB1 identificado. As frequiéncias alélicas representaram a porcentagem de
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cada alelo, em relagdo ao total do nimero de alelos, sobre 2 cromossomos (2n). Quando um
tnico alelo DRB1 foi encontrado, o individuo foi considerado homozigoto e o alelo foi contado
duas vezes. A freqiiéncia alélica tem importincia para a verificagdo do efeito dos homozigotos
sobre o Risco Relativo para o desenvolvimento da doenga.

Os “odds ratios” foram calculados através da formula de Woolf e, por convengao,
expressos como Riscos Relativos (RR) (TIWARI & TERASAKI, 1985). Quando um elemento
foi igual a zero, foi utilizada a formula de Haldane para deduzir o RR. O nivel de significancia .
foi 0,05. O valor de P foi corrigido pelo método de Bonferoni, multiplicando-se P pelo nimero

de alelos comparados (=13).
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1V. Resultados




IV.l. PADRONIZACAO DA TECNICA DE GENOTIPAGEM DOS ALELOS HLA DE

CLASSE II: DRB1

Inicialmente, procedeu-se a amplificagdo, por PCR, do segmento correspondente ao
segundo exon do gene DRBI, codificador do primeiro dominio, polimorfico, da cadeia DRB.
Como matrizes gendmicas, foram utilizados treze DNAs-controles, fornecidos pelos
organizadores do "XII Workshop de Histocompatibilidade", o que permitiu a avaliagdo técnica
dos laboratorios participantes do encontro. Apds correta amplificagdo deste segmento do gene
DRBI, nos treze DNAs controles analisados, foram realizadas as amplificagées dos DNAs
provenientes de pacientes com DM-1 e de individuos controles sadios. Na Figura 4 estdo
representadas as amplifica¢des correspondentes a um grupo de onze individuos controles sadios.
Os resultados demonstraram que houve correta e homogénea amplificagdo do gene DRBIL. Os
produtos de PCR, migrados eletroforeticamente em gel de agarose 2%, corresponderam ao
tamanho molecular esperado, de 292 pb.

Apds transferéncia dos DNAs amplificados, em membrana, procedeu-se a etapa de
hibridizagdo, utilizando-se 20 sondas especificas de diferentes alelos HLA-DRB1, marcadas com
digoxigenina, no laboratorio. Os resultados dos treze DNAs-controles foram submetidos a
analise, realizada pela Dra. Sophie Caillat-Zucman (Hospital Necker, Paris), sendo confirmada a
eficiéncia da técnica padronizada no Laboratério HLA-Hemocentro. A genotipagem dos alelos
HLA-DRB1 de pacientes com DM-1 e do grupo-controle foi identificada, apos revelagdo das

auto-radiografias, como exemplificado nas Figuras 5a e 5b.
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Figura 4.

f 2 34 5 678 9 10111213

Anilise dos produtos da PCR DRBI, sobre gel de agarose 2%. Pista 1
marcador de tamanho de DNA. Pistas 3 a 13: fragmentos amplificados a partir de
amostras de DNAs-controles. Pista 2: controle negativo (amplificagdo, em

auséncia de matriz).
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Figura Sa.  Identificaciio de alelos HLA-DRB1 com sondas especificas. Auto-radiografias
das membranas, apos hibridizacio com 9 sondas especificas para DRBI1. As
membranas foram denominadas com a nomenclatura das respectivas sondas

DRBI.
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Figura Sb.  Identificagdo de alelos HLA DRBI1 com sondas especificas. Auto-radiografias
das membranas, apos hibridizagdo com 9 sondas especificas para DRBL. As

membranas foram denominadas com a nomenclatura das respectivas sondas

DRBI.
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IV.2. GENOTIPAGEM DOS ALELOS HLA-DRB1 DOS PACIENTES COM DIABETES

TIPO 1

Foi realizada a genotipagem dos alelos HLA-DRB1, por técnica PCR-SSO, em pacientes
com DM-1, seguidos no Ambulatério de Endocrinologia, do H.C. - UNICAMP. Os pacientes
analisados eram de etnia mista, residentes em Campinas (SP) e regides proximas. Os resultados
correspondentes a genotipagem dos alelos HLA-DRBI1 01, 15, 16, 03, 04, 11, 12, 13, 14, 07, 08,
09 e 10, dos 41 pacientes com DM-1, estdo representados na Tabela 1.

A freqiiéncia fenotipica e a freqiiéncia alélica HLA-DRB1 dos pacientes com DM-1 e do
grupo-controle estdo demonstradas nas Tabelas 2 e 3, respectivamente.

Observa-se, na Tabela 2, que a freqiéncia do alelo HLA-DRB1*03 esta
significativamente maior no grupo de pacientes com DM-1 (n=41), quando comparada a do
grupo-controle (n=99) (48,8% vs 18,2%, respectivamente, RR = 4,27, p< 0,005). A freqiiéncia do
alelo HLA-DRB1*04 foi também significativamente maior no grupo dos diabéticos (43,9% vs
15,1%, RR = 4,37, p< 0,008). A presenca do heterozigoto HLA-DRB1*03/*04 conferiu maior
risco para DM-1 (14,6% nos pacientes vs 3,0% nos controles, RR = 5,44).

A analise da freqgiiéncia alélica HLA-DRB1 (Tabela 3) demonstrou que a presenga dos
homozigotos HLA-DRB1*03/¥03 ¢ HLA-DRB1*04/*04 ndo aumentou o risco para DM-1
(RR = 4,13 ¢ RR = 4,76, respectivamente), quando comparado com os heterozigotos
HLA-DRB1*03 e *04.

Por outro lado, detectou-se que a freqiiéncia do alelo HLA-DRB1*11 estava diminuida
nos pacientes com DM-1 (7,3%), ao se comparar com o grupo-controle (32,3%). Entretanto, esta
diferenca ndo foi significativa quando o valor de P foi corrigido pelo nimero de alelos DRB1
testados (p< 0,02, antes da corre¢do). As freqiiéncias dos outros alelos HLA-DRBI1 foi similar em

ambos 0s grupos.
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Os resultados obtidos neste estudo foram comparados com a distribui¢do fenotipica HLA-
DRBI1, descrita em outros grupos de pacientes com DM-1, avaliando-se criangas e adultos
jovens. Os dados encontrados na literatura correspondem, preponderantemente, as populagdes
caucasoides européias, estabelecendo-se a associagio positiva entre DRB1*03 e *04 ¢ DM-1.

A Tabela 4 descreve a freqiiéncia dos alelos encontrados neste estudo e em caucasoides da
Franga (CAILLAT-ZUCMAN, 1996), Bélgica (BUYSE et al, 1994), Noruega (RONNINGEN et
al, 1991) e Sardinia (CUCCA et al, 1993).

A Tabela 5 sumariza a freqiiéncia dos alelos DRB1*03 e *04, observada no presente
trabalho e em duas populagGes latino-americanas, do Nordeste brasileiro (CAILLAT-ZUCMAN
et al., 1997) e do México (ERLICH et al., 1993). A populacdo mestiga mexicana e a da regido de
Campinas (SP) apresentaram a mesma associag@o positiva entre os alelos HLA-DRB1*03 e 04 ¢
pacientes com DM-1. O mesmo ndo foi constatado entre DRB1*04 e diabéticos do Nordeste

brasileiro.
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Tabela 1. Genotipagem dos alelos HLA-DRB1 em pacientes com DM-1

.0 Pacientes@) . .. HLADRB1* . .
1 03, 04
2 03, 04
3 04, -
4 01, 04
5 03, 04
6 11,04
7 03,04
8 03,12
9 01, 15
10 03, 04
11 03, -
12 03, -
13 04, -
14 03,15
15 01,13
16 03, -
17 11, -
18 07,03
19 04, -
20 04, 15
21 01,15
22 04,08
23 03, -
24 13, -
25 15,11
26 03, 04
27 03,01
28 07, -
29 03, -
30 07, -
31 03, 13
32 01,03
33 01, 04
34 04, 07
35 04,01
36 03, -
37 04, -
38 03, -
39 03,13
40 04, -
41 13,07
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Tabela 2. Distribui¢do das freqiiéncias fenotipicas HLA-DRB1 em pacientes com DM-1 e no

grupo controle

n

8
15 5 12.2 14 14.1 0.85 NS
16 0 0.0 3 3.0 0.33 NS
03 20 438 18 18.2 4.27 <0.005
04 18 43.9 15 15.1 437 <0.008
11 3 73 26 263 0.22 **
12 0 0.0 4 4.0 0.25 NS
13 5 12.2 14 14.1 0.85 NS
14 0 0.0 8 8.1 0.13 NS
07 5 122 12 12.1 1.00 NS
08 1 24 6 6.1 0.39 NS
09 0 0.0 3 3.0 0.33 NS
10 0 0.0 7 71 0.15 NS

03/04 6 14.6 3 3.0 5.44 *

As freqiiéncias estdo representadas como a porcentagem de pacientes e controles com cada alelo.
Os valores de P foram obtidos pelo teste Qui-quadrado e corrigido pelo numero dos diferentes
.alelos DRB1 testados (P.: multiplicagdo de P por 13). RR: risco relativo; NS: n3o significativo.

*. P < 0,03 antes da correcdo; **: P < 0,02 antes da correcio.
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Tabela 3. Distribuicdo das freqiiéncias alélicas de HLA-DRB1 em pacientes com DM-1 e no

grupo-controle

01 8 9.7 30 151 0.62 NS

15 5 6.1 19 9.6 0.61 NS
16 0 0.0 5 25 0.21 NS

03 27 329 21 10.6 4.13 <0.0002
04 23 28.0 15 7.6 4.76 < 0.0002
11 4 49 37 18.7 0.22 *

12 0 0.0 4 2.0 0.26 NS

13 5 0.061 18 9.1 0.65 NS

14 0 0.0 9 4.5 0.12 NS
07 7 85 15 7.9 1.14 NS
08 1 12 6 3.0 0.38 NS
09 0 0.0 4 20 0.26 NS

10 0 0.0 9 4.5 0.12 NS

As freqiiéncias estdo representadas como a porcentagem de cada alelo sobre o nimero total de
alelos (2n). Quando um unico alelo DRBI1 foi encontrado, considerou-se como homozigota, € o
mesmo foi contado duas vezes; RR, risco relativo; os valores de P foram obtidos pelo teste Qui-
quadrado, e corrigidos pelo numero dos diferentes alelos DRB1 testados (P, multiplicagdo de P

por 13); NS: nfo significativo; *: P < 0.006 antes da corregéo.
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Tabela 4. Freqiiéncia dos alelos HLA-DRB1*03 e *04 observada neste estudo e em diferentes

populagdes caucaséides com DM-1 e grupos-controles, descritas na literatura

Alelos Presente cancaséides caucasoides caucasoides cauncasoides
I?R‘;; 5 estudo ~ franceses belgas noruegueses _ da Sardinia
o (CAILLAT- (BUYSE etal, (RONNINGENet  (CUCCA etal,
ZUCMAN, 1996) 1994) : al,199) . 1993)
P C P C P C P C P C
n=41 =99 n=645 =679 n=208 n=204 n=87 =181 =120 =89
03 488 18,2 34,0 13,5 324 11,5 54.0 27,0 87.5 39,0
04 43,9 15,1 35,0 14,7 36,5 12,0 88,0 37,0 51,1 17,0
03,04 14,6 3,0 31,9 3,6 NR NR NR NR NR NR

P= Pacientes; C= Controles
NR= N3o Realizado
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Tabela 5. Freqiiéncia dos alelos HLA-DRB1*03 e *04 observada neste estudo e em populagdes

de etnia mista com DM Tipo 1 e grupos-controles, descritas na literatura

Alelos Presente Individuos do-Nordeste do Brasil 3 Mesticos mexicanos
e estudo (VIEIRA & CAMPOS,1997)  (ERLICH et al, 1993)
P C P C P C
n=41 n=99 =75 n=37 =84 n=231
03 4838 18,2 373 10,8 214 6,9
04 43,9 15,1 34,7 29,7 42,9 240
03,04 146 3.0 6,7 0,0 NR NR

P=Pacientes; C= Controles
NR= Nio Realizado
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IV.3. GENOTIPAGEM DOS ALELOS HLA-DRB1 NO GRUPO-CONTROLE

Foi realizada a genotipagem dos alelos HLA-DRB1, por técnica PCR-SSO, em um grupo
constituido de 99 individuos sadios, ndo relacionados, de etnia mista, de Campinas (SP) e regides
proximas. Os resultados correspondentes & genotipagem dos alelos HLA-DRB1* 01, 15, 16, 03,
04, 11, 12, 13, 14, 07, 08, 09 e 10, dos 99 individuos controles, foram comparados aos dados
publicados, em diferentes populagGes: mesticas, caucasoides, negroides e orientais (Tabela 6).
Neste estudo, os trés alelos HLA-DRB1 mais fregiientemente encontrados na populacio mista,
foram, em ordem decrescente: 11, 01 e 03. Por outro lado, os menos encontrados foram os alelos
DRB1*16,09 ¢ 12.

Citam-se, nesta tabela, dois estudos prévios de nosso pais (MORAES et al, 1993;
CAILLAT-ZUCMAN et al.,, 1997). O primeiro foi realizado em duas populagbes: caucaséide e
negroéide, oriundas da regido do Rio de Janeiro (RJ), e o segundo, em uma populagdo mista, de
Fortaleza (CE). Os resultados do atual estudo, realizados em uma populagio de etnia mista, nio
foram totalmente similares aos observados nos trabalhos acima citados.

Estes dados representam o inicio do estudo da freqiiéncia dos alelos HLA de classe II,

DRBYI, por tipagem gendmica, na populagio de Campinas (SP) e regides proximas.
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V. Discussdo




V.l. PADRONIZACAO DA GENOTIPAGEM HLA-DRB1

A genotipagem dos alelos HLA de classe II do locus DRB1 por PCR-SSO foi
padronizada no Laboratorio de Histocompatibilidade do HEMOCENTRO - UNICAMP.
Empregou-se uma metodologia de referéncia do XII Workshop Internacional de
Histocompatibilidade (CHARRON & FAUCHET, 1996), realizado em Saint-Malo, Fran¢a
(1996). Esta padronizagdo consistiu da analise de treze amostras de DNA, fornecidas e
conferidas pelos organizadores do Workshop (Dra. Sophie Caillat-Zucman, INSERM-U25,
Franga).

As técnicas de genotipagem dos alelos HLA de classe II estdo sendo, preferencialmente,
utilizadas como exames de rotina, em diversos centros europeus e norte-americanos. Esta analise
tem aplicagdio em: tTransplantes de oOrgdos e tecidos, na medicina forense e nos estudos de
associagdes com doengas (COLOMBANI, 1992). No Brasil, entretanto, a genotipagem dos
alelos HLA de classe II esta sendo realizada como rotina somente em poucos laboratorios.

A implantacdo da genotipagem dos alelos HLA de classe II no Laboratério de
Histocompatibilidade do HEMOCENTRO permitird a abertura de novas linhas de pesquisa, nas
areas de transplante de 6rgdos e tecidos, e no estudo de associagdes HLA-doengas, em nosso
meio. Além disso, a utilizagdo da genotipagem HLA no HEMOCENTRO apresenta vantagens

em comparagdo a tipagem por sorologia, por ser de maior confiabilidade e de facil execug@o.

V.2. DISTRIBUICAO DOS ALELOS HLA-DRB1 EM PACIENTES COM DIABETES

TIPO 1
Comprovadamente, os alelos HLA de classe II sdo os principais marcadores genéticos do
DM-1, em todas as populagdes estudadas (THORSBY, 1997). Atualmente, a genotipagem destes

alelos tem importincia tanto para a caracterizagdo epidemioloégica do DM-1, visto ser uma
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doenca heterogénea, como também em associagdo com os marcadores imunolégicos, para a
aplicagdo de estratégias de imuno-intervengdo (ROSSINI et al., 1993).

No Brasil, o primeiro estudo publicado sobre associagio entre HLA classe II (DR) e
DM-1 datou de 1987 (EIZIRIK et al., 1987). Este estudo revelou, por analise sorologica dos
antigenos HLA, o aumento da freqiiéncia de HLA-A2, -B15, -DR3 e -DR4, numa populagio do
centro-sul do pais. Estes dados foram concordantes com os inumeros achados sobre a tipagem
dos antigenos HLA, em diabéticos Tipo 1, de diferentes etnias, que demonstraram a forte
associagdo de suscetibilidade a doenga com HIL.A-DR3 e DR4, sobretudo a presenga do
heterozigoto DR3/DR4 (SUCIU-FOCA et al., 1979, REITNAUER et al., 1981, ZEIDLER et al.,
1982; SAKURAMI et al., 1982). Estes trabalhos foram contemporineos a utilizagdo da tipagem
sorologica como a unica técnica de rotina para os antigenos HLA.

A implantagdo das técnicas de tipagem gendmica dos alelos HLA de classe II permitiu
uma melhor identificagdo do polimorfismo da regido HLA, contribuindo, conseqiientemente, ao
maior esclarecimento das associagdes com doengas auto-imunes (WORDSWORTH et al., 1990).
Caracteristicos da regido HLA os desequilibrios de ligagdo explicariam, em parte, os achados
iniciais de associagdo do DM-1 com os antigenos HILA de classe I.

Em populagdes caucasodides, o extenso estudo de associagdo entre HLA e DM-1 revelou
que, tanto a suscetibilidade, como a protegio a doenca dependem preponderantemente do efeito
combinado das moléculas DR e DQ (CAILLAT-ZUCMAN et al, 1997). Em todos os grupos
étnicos estudados, caucasodides, negroides e japoneses, suscetbilidade ao DM-1 foi

correlacionada, mais fortemente, com os haplétipos DRB1*04, DQA1*0301, DOB1*0302 e

DRB1*03, DOA1*0501, DQB1*0201 (THORSBY & RONNINGEN, 1993). Porém, foram

descritas particularidades inerentes aos diferentes grupos étnicos estudados. Em individuos

negroides com DM-1, foi detectado o haplotipo DOA1*0301, DOB1*0201, associado com
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DRB1*07. Em japoneses, foram detectados DQA1*0301, DQB1*0303 ¢ DQA1*0301,
DQB1*0401, associados com DRB1*09 e *04, respectivamente. Por outro lado, o haplétipo
DRB1*15, DQA1*0102,_ DQB1*0602 teve um efeito protetor dominante sobre o
desenvolvimento da doenga.

Neste estudo, foi realizada a genotipagem dos alelos HLA-DRB1 genéricos para analise
de associagdo tipo caso-controle, em um grupo de pacientes com DM-1, clinicamente de inicio
precoce. Os individuos com DM-1 e o grupo-controle eram de etnia mista, provenientes de
Campinas (SP) e regides proximas.

Campinas € uma cidade do século XVIII, situada no sudeste do estado de Sdo Paulo,
formada por uma populagdo derivada de: caucasdides europeus, originarios sobretudo de
Portugal, Alemanha, Franga e Italia; africanos, originarios sobretudo do Senegal, e amerindios
(BARRETO, 1995).

Os resultados demonstraram um aumento da freqii€éncia de HLA-DRB1*03 (48,8%) e
*04 (43,9%) entre os pacientes, quando comparados com o grupo-controle (18,2% e 15,1%,
respectivamente). Estes dados foram similares aos principais alelos DRB1 de suscetibilidade ao
DM-1, encontrados em todos os grupos étnicos analisados: caucasdides, negroides e orientais,
representados por DRB1*03 e *04 (RONNINGEN et al, 1991; BUYSE et al., 1994; CAILLAT-
ZUCMAN, 1996).

Na populagdo brasileira com DM-1, avaliada no presente estudo, os riscos relativos (RR)
associados com DRB1*03 (RR = 4,27) e DRB1*04 (RR = 4,37) foram do mesmo grau de
magnitude aos observados em pacientes caucasodides (RR de 3 a 6, KHALIL et al., 1992).

Nos pacientes diabéticos brasileiros, foi também observada maior freqiiéncia de
heterozigotos HLA-DRB1*03,*04 (14,6%), em relagdo ao grupo controle (3,0%). Em

populacdes caucasoides, o risco relativo (RR de 15 a 20) de heterozigose DR3/DR4 associado ao
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DM-1 foi sempre maior ao referido a homozigose DR3 ou DR4 (RONNINGEN et al, 1991). No
presente trabalho, observou-se, na populagdo brasileira com DM-1 um RR de menor magnitude
para heterozigotos DR3/DR4 (RR = 5,44), em comparagdo aos achados em caucasoéides. Estas
diferengas podem estar relacionadas a menor amostragem de pacientes deste estudo, e também as
caracteristicas étnicas peculiares desta populagio de individuos brasileiros.

De forma interessante, os resultados do XII Workshop HLA ¢ DM-1 (CAILLAT-
ZUCMAN et al, 1997) revelaram que, um grupo de pacientes do nordeste brasileiro nio
apresentou associagdo positiva com DRB1*04. Tratava-se de uma populagio de Fortaleza (CE),
constituindo a Unica exceg¢do da conhecida associa¢do entre DR4 € DM-1, até entdo descrita. A
explicagdo para tal fato encontra-se nos dados do estudo de Fortaleza, gentilmente fornecidos
pela Dra. Laise Vieira, e apresentados nas Tabelas 5 e 6. Houve uma freqiiéncia aumentada de
HLA-DRB1*04, no grupo-controle de Fortaleza (29,7%' vs 15,1%, do grupo-controle de
Campinas), que n3o difere significativamente do grupo de diabéticos cearenses. No entanto, deve
ser ressaltada que a baixa amostragem de individuos-controles avaliados de Fortaleza (n = 37)
pode ter influenciado diretamente estes resultados.

Outro fator importante a ser considerado € a proposi¢do de que diferentes subtipos
DRB1*04 (DRB1*0401 a 0420) modulariam diretamente o efeito de predisposi¢io ou de
protegdo ao DM-1, de maneira independente do locus DQBI1, como descrito no estudo
>colaborativo do XII Workshop HLA e DM-1 (CAILLAT-ZUCMAN et al., 1997). A distribui¢io
dos subtipos DRB1*04 apresentou, porém, grande heterogeneidade, segundo o grupo étnico
estudado, o que influiu no determinismo do DM-1. Um exemplo é o da populagio mestiga
mexicana, onde foi observado que DRB1*0404 determinava um efeito de forte predisposigio ao

DM-1, sendo que o mesmo alelo representava efeito protetor em populagdes caucasadides.
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Assim sendo, uma heterogeneidade na distribui¢do dos subtipos DRB1*04 seria uma
hipotese atraente para explicar as diferencas descritas entre as populagdes brasileiras de
Campinas (SP) e Fortaleza (CE), que tém etnias diferentes. No futuro, serd fundamental nova
analise com determinagdo dos subtipos dos alelos HLA-DRB1*04, ¢ maior amostragem
populacional, para elucidar seu efeito na predisposigdo e/ou protegdo a0 DM-1, em estudos de
associagdo tipo caso-controle no Brasil.

Por outro lado, o estudo da populagdo de Campinas demonstrou tendéncia & menor
freqiiéncia de HLA-DRB1*11, nos pacientes com DM-1, em relagéo ao grupo-controle, embora
a diferenga ndo fosse significativa apés corregdo do valor de P. Outros estudos previos
reportaram uma associagio entre DRB1*11 e protegdo ao DM-1, em populagdes ndo
caucasoides, como negros (GARCIA-PACHECO et al., 1992) e norte-africanos (DJOULAH et
al., 1992). No presente estudo, ndo foi observado, entre os pacientes com DM-1, uma diminui¢do
de DRB1*15, alelo este, associado com a protegdo a doenga em caucasoides, € contido no
haplotipo DQA1*0102, DQB1*0602 (THORSBY, 1997). A expansio da amostragem de
individuos com DM-1 de Campinas também podera resultar em melhor definigdo dos alelos
DRB1 associados com a prote¢do a doenga.

Os alelos HLA-DRB1 encontrados na populagdo de Campinas deverdo ser re-avaliados,
em conjunto com a analise dos haplotipos DQA1-DQBI, para se obterem os genes
primariamente envolvidos com a suscetibilidade e prote¢do a0 DM-1, em nosso meio.

Recentemente publicado, o estudo desenvolvido neste trabatho foi o primeiro relato a
contribuir para o inicio da definigio da natureza da associagdo entre genes HLA e DM-I,
clinicamente de inicio precoce, na popula¢do brasileira. Esta populagdo € considerada de grande
complexidade étnica, visto que todas as combinagBes raciais sdo possiveis. A alta taxa de

miscigenagio implicaria, como foi observada neste trabalho, maior amostragem de individuos a
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serem avaliados, em estudos de associagio entre HLA e DM-1 no Brasil. Ressalta-se a
importancia de se definir a regido do pais, do ponto de vista de sua formagio étnica, pois existem

diferengas raciais entre as varias regides deste nosso extenso territorio.

V.3. FREQUENCIA DOS ALELOS HLA-DRB1 NO GRUPO CONTROLE

Neste estudo, foi avaliada a freqiiéncia dos alelos HLA-DRB1* 01, 15, 16, 03, 04, 11, 12,
13, 14, 07, 08, 09 e 10, em 99 individuos, de origem étnica mista, de Campinas (SP) e regides
proximas. Nesta populagio, os alelos mais freqiientemente observados foram, em ordem
decrescente, DRB1*11, *01 e *03.

Estes dados foram comparados aos do trabalho de MORAES et al. (1993), realizado
também no Brasil, na cidade do Rio de Janeiro (RJ), em duas populagdes, subdivididas em
caucasoide e negroide. Ressalta-se, entretanto, que os autores do estudo do Rio de Janeiro nio
citaram como a popula¢dio caucasOide foi selecionada. No caso da populagdo controle de
Campinas, foi dificil identificar com precisdo a etnia do grupo-controle, ndo diabético, apesar de
os individuos de raga negra e de racga oriental terem sido excluidos do estudo. A comparagio
destes dois trabalhos revela as diferengas na freqiiéncia de alguns alelos HLA-DRB1 entre as
populacdes de Campinas (SP) e do Rio de Janeiro (RJ). Os alelos DRB1*04 e*07 estavam
aumentados e o DRB1*11 diminuido na populacdo caucasdide do Rio de Janeiro, em relagdo a
populagdo mista de Campinas (SP). Ressalta-se que o referido aumento dos alelos HLA-
DRB1*04 e*07, encontrados no Rio de Janeiro, também superaram os achados em outras
populagdes caucasoides (COLOMBANI, 1992 b).

Os alelos HLA-DRB1*01 e *04 foram encontrados diminuidos no grupo negroide

brasileiro do Rio de Janeiro, em relagdo ao grupo misto de Campinas (SP) e a todas as
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populagdes caucasoides citadas na Tabela 6. Esta diminui¢d0o parece ser uma caracteristica
observada em outras populagdes negroides estudadas, como as do Senegal e dos USA (Tabela 6).

A freqiiéncia dos alelos HLA-DRB1*01 e *10 foi considerada aumentada, tanto na
populagio de etnia mista de Campinas (SP), quanto nas populagdes estudadas do Rio de Janeiro
(RJ) (MORAES et al., 1993), quando comparadas com outras populagdes de diferentes grupos
étnicos.

Na populagio brasileira, a analise dos genes HLA de classe II ¢ complexa devido, tanto a
grande miscigenagdo racial ocorrente, como também & extensdo territorial do pais. Futuros
estudos deverio abranger, nio apenas um maior nimero de individuos, mas também
amostragens das varias regides brasileiras. Somente assim, estes estudos estardo adequados para

a analise de freqiiéncia dos alelos HLA em nosso pais.
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VI. Conclusoes




1. A técnica de genotipagem HLA-DRBI1 por PCR-SSO foi padronizada e implantada com
sucesso, no Laboratério de Histocompatibilidade do HEMOCENTRO-UNICAMP. Devido
sua praticidade e especificidade, esta técnica sera escolhida para uso em rotina, na realiza¢do
de exames laboratoriais para selegdo imunologica de doadores de tecidos e Orgdos € em

futuros trabalhos de investigacdo da associag@o dos alelos HLA e doengas auto-imunes.

2. Realizou-se o estudo de 41 pacientes com Diabetes Tipo 1 clinicamente de inicio precoce, de
etnia mista, seguidos no Servi¢o de Endocrinologia, do Hospital das Clinicas da UNICAMP,
provenientes de Campinas (SP) e regides proximas. Este estudo demonstrou o aumento
significativo da freqiiéncia fenotipica dos alelos HLA-DRB1*03 (48,8 %, p<0,005) e *04
(43,9 %, p<0,008), em comparagdo ao grupo-controle (n=99; 18,2 % e 15,1 %,
respectivamente). Foi também observada maior freqiiéncia na populagdo de diabéticos Tipo 1,
de hetorozigotos HLA-DRB1*03,*04 (14,6 %), em relagdo ao grupo-controle (3,0 %), que

conferiu o maior risco relativo (RR).

3. Procedeu-se a analise dos alelos HLA-DRB1* 01, 15, 16, 03, 04, 11, 12, 13, 14,07, 08,09 ¢
10, em 99 individuos, de origem étnica mista, de Campinas (SP) e regides proximas. Esta
analise demonstrou a maior freqiiéncia dos alelos HLA-DRB1*11, 01 e 03. A freqiiéncia do
alelo DRB1*01 da populagdo mista de Campinas (SP) foi similar a encontrada em uma
populagio caucaséide do Rio de Janeiro (RJ) e superior aos achados em outras populagdes:

européias, norte-americana, sul-americanas e africana.
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IX. Apéndice




1. ORIGEM DE REAGENTES ISOLADOS E OUTROS MATERIAIS UTILIZADOS

Acetato de Soédio (C,H;0, Na) PM 82,03 Sigma S-2889
Acido Bérico (H;BO3) Sigma RT-195074
Acido Cloridrico (HCL) PM 36,46 Synth A1-030

Acido Etilenodiaminotetra Acético Sal disédico (EDTA) PM 372,2

Agarose

Anticorpos anti-Digoxigenin-AP (Fab fragments) 150 U

Azul de Bromofenol (C,0H,0(BR405S) PM 670,0
Bicarbonato de Aménio (NH,CO;) PM 79,06
Brometo Etidio (C11H2¢NsBR) PM 3943
Cloreto de Amonio (NH,CI) PM 53,40

Cloreto de Magnésio (MgCl, PM 203,30
Cloreto de Sodio (NaCL) PM 58,44

DNA de Esperma de Salmao (11mg/ul)
Digoxigenina (DIG-11-ddUTP) 25 nmol (25 pl)
Dodecil sulfato de sédio (SDS) PM 2884
Etanol absoluto (C,HsOp) PM 47,1

Fenol (CHsO) PM 94,1

Ficoll Type 400

Fosfato de Sddio Bibasico (Na,HPO,) PM 141,96
Glicose monohidratada (C¢H;,0sH,0) PM 198,17
Hidroquinalina (C,H;NO) PM 145,2

Hidroxido de Sédio (NaOH) PM 40

Leite em p6 desnatado

Lumigen PPD (dil.1/1000)

Marcador de DNA 100 Base Pair Ladder
Membrana Hybond-N+ (roll:0.300m x 3m)
Polivinilpirrolidona (PVP-40) PM 40

Terminal transferase

Tetramethilamonium Chloride (TMAC)

Triton X-100

Trizma (C,H;:NO;) PM 121,1

Sigma RT-195173
Gibco-BRL-5510-027
Boehringer Mannheim 1093274
Sigma B-6896

Sigma A-6141

Sigma RT-193993

Sigma A-5666

Merck 21.561

Merck 106404.1000

Sigma D-9156

Boehringer Mannheim 1363905
Sigma L-4390

Sigma RT-511919

Sigma 194011

Sigma F4375

Sigma 1.06586

Merck 8342

Sigma RT-151310

Sigma S-5881

Molico, Nestlé

Boehringer Mannheim 1357328
Pharmacia 274001-01
Amersham RPN 303B

Sigma 195451

Boehringer Mannheim 220582
Sigma T-3411

Sigma T-9284

Sigma T-8524
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2. COMPOSICAO E ORIGEM DOS KITS UTILIZADOS

Kit Taq DNA Polimerase
Tampio 10x para Taq
Cloreto de Potassio (KC1) 500Mm
Tris — HCI pH 9,0 100Mm
Cloreto de Magnésio (MgCl,) 15Mm

Taq DNA Polymerase 5000 U/ml

Pharmacia Biotech 27.0799-01

Kit Desoxi-nucleotideos trifosfato (INTPs)
Desoxi-adenosina trifosfato (AATP) 200 uM
Desoxi-citosina trifosfato (dCTP) 200 uM
Desoxi-guanidina trifosfato (dGTP) 200 uM

Desoxi-timidina trifosfato (dTTP) 200 uM

Pharmacia Biotech 27.2035-01

Kit Terminal Transferase
Tamp&o 5% para TdT
Cloreto de Cobalto (CoCl;) 25 U

Terminal Transferase (TdT) 500 U

Boehringer Mannheim 220582
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3. SOLUCOES PREPARADAS
3.1. Solucdes Estoques

EDTAO02 M

- EDTA PM = 372,24 g/mol

- Pesar 7,44 g EDTA p/ 100 ml de H,O dest. - autoclavar
NACL

- NACL — PM =58,44 g/mol
- 5M: Pesar 292,2g de NACL p/ 1.000 ml H,O dest. — autoclavar
~ 3M: Pesar 175,32g de NACL p/ 1.000 ml H,O dest. — autoclavar

NH,CI

- Pesar 7,7g p/ 1000ml H,O dest. — autoclavar
NHLHCO;

- Pesar 0,79g p/ 1000ml H,O dest. — autoclavar
MGCL, 1M

- MGCL2 — PM = 203,30 g/mol
- Pesar 10,165 g MGCL2 p/ 50 ml H,O dest. ou 20,33 g - 100 ml - autoclavar
Tris HCL

Tris HCL —» PM =121,1 g/mol
2M, pH 7,5: Pesar 121,1g Tris p/ 500 ml de H,O dest. - autoclavar
50 mM, pH 8,0:
IM, pH 9,5: Pesar 60,5g Tris p/ 500 ml de H,O dest. - autoclavar
KCL1M

- KCL —» PM = 74,55 g/mol

- Pesar 121,1g Tris p/ 500 ml de H,O dest. - autoclavar
S.D.S. 10% (Sédio Dodesil Suifato)

- Pesar 10g de SDS p/ 100 ml de H,O
E.D.T.A. 10% (Acido Etileno Diamino Tetracetiol)
- 10 g de EDTA p/ 100 ml de H,O dest. (aquecer)
NAOH 10%

- 10 g NAOH p/ 100 ml H,O estéril
Solucio de Cloroférmio / Alcool Isoamilico

- Misturar 24 partes de cloroformio p/ 1 parte de alcool isoamilico
- (96:4 — 100 ml) armazenar em geladeira
Acetato de Sodio 3M

- Pesar 408,24 g de acetato de soodio (MERCK PM=136,08) e diluir em H,O dest. Acertar pHp/ 5,2
com acido acético glacial e completar volume p/ 1.000 ml
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3.2 Solucdes e Tampaoes

3.2.1. Extracio de DNA

Tampao de Lise de Hemacias

- NHA4C1:10v e NH4HCO3:1v

Tampées de Lise de Leucécitos

TKM 1
- 10mM Trs HC1 pH 7,6 2,5 ml Tris-HCL 2M
- 10mM KCl 5,0 ml KCI IM
- 10mM MgCI2 5,0 ml MgCI2 2M
- 2mM EDTA 5,0 ml EDTA 0,2M
- H,0 deionizada gsp 500ml

TKM 2
- 2mM EDTA 5,0 ml EDTA 0,2M
- 10mM Tris HC1 pH 7,6 2,5ml Tris HC1 2M
- 10mM KCl 5,0 ml KCI IM
- 0,4M NaCl 40ml NaCI5M
- 10mM MgCI12 5,0ml MgC12 IM
- H;0 deionizada qsp 500ml

Saturagio do Fenol

- O fenol foi colocado em Banho-Maria para se liquefazer, um dia antes do procedimento.
Acrescentou-se o tampio antioxidante na mesma propor¢io de fenol. Para 200 ml de fenol, foi
adicionado 0,2 g de hidroxiquinolina 0,1%. A solugdo foi agitada por 5 minutos. Posteriormente,
adicionou-se tampdo Tris-HCI 1M (pH 8), na mesma propor¢io do fenol agitando-se bem por varios
minutos em Banho-Maria a 60°C. Apos desprezar a fragdo superior, a saturagio foi repetida com Tris
1M, apés medigdo do pH, que deve estar acima de 7,6. A fragio superior foi desprezada e nova
saturagdo se realizou com Tris-HCI 0,1M (pH 8). Apos agitagido, mediu-se o pH da fase aquosa, que

deve ser maior que 7,6. A amostra foi armazenada a 4°C, ao abrigo da luz.

Apéndice €



3.2.2. Deteccdo dos Produtos de PCR

TEB (Tris/ EDTA/ acido bérico) 10x

- Trs 216 g

- Acido Borico 11l g

- EDTA 14,88 g

- H,0 deionizada gsp 1000 ml
Agarose 2,0%

- Agarose 20¢g

- TEB 10 ml (10x)

- H;,0 qsp 100ml
Azul de Bromofenol

- Azul de Bromofenol 0,005¢

- Glicose 1,0g

- H,0 deionizada gqsp 2,0ml

Brometo de Etidio (EtBr)
- Brometo de Etidio 0.8¢g
- H,0 deionizada gsp 100ml

Observagio: Estocar a 4°C e ao abrigo de luz. Por se tratar de substincia mutagénica, deve ser manipulada

com luvas e mascaras.
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3.2.3. Hibridizag¢8o com Sondas marcadas com Digoxigenina

Solugio de Cloreto de Tetrametilaménio 3 M (TMAC)

- Tris HCl pH 8 IM 600 ml

- TMAC 5M 50 ml

- EDTA 0,25M 8 ml

- SDS 0,1% 10mi

- H,0 gsp 1000 ml

Solu¢éo de Hibridizacdo para % de blot (preparar 10ml)

- Solugdo TMAC 9,5ml

- Solucdo Denhardt 5x 0,5mi

- DNA de esperma de salmao desnaturado 95,2ul
100pg/ml

Denhardt 100x

- Foram dissolvidos 4g de polivinilpirrolidona (PVP) e 4g de Ficoll 400 em agua deionizada,
completando o volume para 200ml. Em seguida, a solugdo foi autoclavada por 30 minutos a
100°C. Acrescentou-se, a solugio, 4g de albumina fragdo V (Sigma). Apos a filtragem em
0,45 Millipore, a solugdo foi aliquotada e armazenada a —20°C.

SSPE (Cloreto de Sodio, Fosfato de Sédio e EDTA) 20x

- NaCl 3,6M 174 g

- NaH2PO4 20 mM 276¢g

- EDTA 20 mM 74¢

- H,0 deionizada qsp 1000 mt
- Acertar pH 7,4 e autoclavar

Dodecil Sulfato de Sédio 10% (SDS 10%)

- Foram pesados 10g de SDS com aparato de protegdo, devido a sua alta toxicidade. A agua foi
adicionada até completar 100 ml. A solugdo permaneceu em repouso por uma noite, até sua
completa dissolugao.
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3.2.4. Revelagio das Sondas Marcadas com Digoxigenina

Tampao I

- Tris HCL 2M pH 7,5 50ml

- NaCl3M 50ml

- H,0 deionizada gsp 1000ml
Tampio 11

- Leite desnatado em po 1%

- Tampdo 1

- Dissolver a 70°C durante 1 hora, sob

agitacdo permanente

Tampio IH

- Trns HCI IMpH 9,5 120ml

- NaCl3M 40ml

- MgCl; IM 60ml

- H,0 deionizada gsp 1200ml
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