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RESUMO

O MHC (Major Histocompatibility Complex) humano é um complexo génico
localizado no braco curto do cromossomo seis. Nele sdo encontrados genes cujos
produtos proteicos desempenham importantes funcbes no contexto da resposta
imune. HLA-DMA esta localizado na regido de classe Il do MHC e é responsavel por
codificar a cadeia alfa da molécula HLA-DM. Tal molécula regula a apresentacéo de
antigenos a linfécitos T CD4+, tendo um papel central no controle da imunidade
adaptativa. Alguns estudos anteriores reportaram associacdes fortes entre certos
alelos de HLA-DMA e doencas autoimunes, ao passo que outros nao replicaram as
mesmas associacdes em amostras populacionais pertencentes a grupos étnicos
distintos. Além de seu papel obscuro na autoimunidade, este gene € também pouco
estudado em populacbes humanas. Este estudo teve, portanto, como objetivos:
verificar se o0s diferentes alelos e/ou gendtipos de HLA-DMA conferem
susceptibilidade diferencial ao pénfigo folihceo endémico (PFE) em uma amostra
miscigenada da populacdo brasileira e também estimar as frequéncias alélicas e
genotipicas deste gene em uma amostra de africanos (AF= 14) e outra de orientais
(OR= 38). Para o estudo de associacao um total de 135 individuos com PFE e 120
controles foram genotipados por sequenciamento direto do éxon 3 de -DMA. N&o
houve diferencas estatisticamente significativas entre as frequéncias alélicas e
genotipicas deste gene entre o grupo de pacientes de PFE e a amostra controle.
Entretanto, uma tendéncia a um efeito protetor foi encontrada para o alelo HLA-
DMA*01:03 (OR= 0,28; p= 0,06). O aumento do tamanho amostral nos permitird
verificar se a significancia estatistica serd ou ndo atingida. No que diz respeito ao
estudo populacional, tanto para AF quanto para OR o alelo DMA*01:01:01 foi o mais
comum, atingindo sua maior frequéncia em africanos (96,4%). Duas variantes
genéticas (154T>C e 180C>T) que podem caracterizar novos alelos de HLA-DMA

foram também encontradas. Estas,entretanto, requerem uma validag&o posterior.



ABSTRACT

The human Major Histocompatibilty Complex (MHC) is a complex located on the
short arm of chromosome six. It contains genes whose functions are essential to the
immune response. HLA-DMA maps to the class Il region of the MHC and is
responsible for encoding the alpha chain of the non-classical HLA-DM molecule.
Such molecule regulates antigen presentation to CD4+ T cells, therefore playing a
central role in adaptive immunity. Some previous studies have found strong
associations between certain HLA-DMA alleles and autoimmune diseases, whereas
others did not replicate the same results in other populations of distinct genetic
backgrounds. Besides the controversial role of this gene in autoimmunity, HLA-DMA
population studies are also scarce in the literature. Therefore, the aims of this study
were: to verify whether HLA-DMA may confer differential susceptibility to endemic
pemphigus foliaceus (EPF) in a Brazilian population of mixed ancestry and to
investigate HLA-DMA allele and genotypic frequencies for an African (AF=14) and an
East Asian (EA = 38) sample. Fort the genetic association analysis a total of 135
subjects with EPF and 120 controls were genotyped using a set of in-house designed
primers suitable for direct sequencing of HLA-DMA exon 3. There was no frequency
difference for HLA-DMA alleles or genotypes between EPF and control subjects,
indicating no association. Nonetheless, a trend towards protection was found for the
allele DMA*01:03 (OR= 0,28; p= 0,06). An increase in sample size will allow us to
verify whether or not statistical significance will be reached. Regarding the population
study, DMA*01:01:01 was the most common allele in both EA and AF. In the latter it
reached its highest frequency (96,4%). Two genetic variants (154 T>C and 180 C>T)
which may characterize novel HLA-DMA alleles were also found. Nonetheless, in the

aforementioned case the results require further validation.
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1 INTRODUGCAO

Estudos de associacdo genética podem auxiliar a melhor compreender os
fatores genéticos que conferem susceptibilidade diferencial a determinadas
patologias. Estudos caso-controle sdo amplamente utilizados com o proposito de se
descobrir variantes genéticas que podem resultar em prote¢cdo ou susceptibilidade
aumentada a determinadas doencas. Dentre as diferentes modalidades desta
abordagem, destaca-se aquela em que genes candidatos sdo pré-selecionados
tendo com critério o0 impacto de seus produtos génicos na regulacdo de processos
que podem estar envolvidos na patogénese da doenca em andlise.

Apesar dos avancos atuais observados na area de Genética Médica, com o
advento dos GWAS (Genome Wide Association Studies, estudos de associacéo
gendbmica ampla), ndo se deve menosprezar a importancia do estudo de genes
candidatos na elucidacdo da base genética das doencas. Dependendo do gene ou
populacdo de interesse, tal abordagem pode até ser mais apropriada do que aquela
empregada pelos estudos de associacdo genémica ampla. Adicionalmente, apos a
extensiva andlise de dados derivados de GWAS, com a identificacdo de variantes
causativas, o resequenciamento das regides génicas consideradas como candidatas
serd inevitavel (WILKENING et al.,2009).

Destaca-se também o papel dos estudos populacionais no planejamento e
interpretacdo dos resultados obtidos a partir de estudos de associacao genética. Ao
saber que um certo alelo possui frequéncia baixa em uma dada populacao, por
exemplo, constata-se de antemdo que um tamanho amostral maior do que o
empregado para variantes de maior frequéncia sera necessario a fim de que as
possiveis associacdes existentes sejam detectadas (SPENCER et al., 2009).

O pénfigo foliaceo endémico € uma doenca autoimune da epiderme,
caracterizada pela presenca de autoanticorpos contra uma caderina dos
desmossomos, a desmogleina 1. O tratamento atual se baseia na utilizacdo de
corticoides sistémicos, 0s quais resultam em diversos efeitos colaterais. Com o
maior entendimento dos fatores etiolégicos desencadeadores desta doenca, novas
estratégias de tratamento menos agressivas podem, eventualmente, ser
desenvolvidas.

Neste trabalho analisamos o polimorfismo do gene HLA-DMA no grupo de

pacientes com pénfigo folidceo endémico (fogo selvagem) e em individuos controle.
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Além disso, uma amostra de africanos e outra de orientais do leste asiatico também

foram genotipadas para este gene.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 PENFIGO FOLIACEO

Pénfigo € um termo utilizado para descrever um grupo de doencas dentre as
quais figura o pénfigo foliaceo (PF). O PF € uma doenca autoimune cuja etiologia
ainda nao é totalmente conhecida. Os individuos acometidos pela doenca produzem
anticorpos IgG contra a desmogleina 1 (STANLEY et al., 1984; WARREN et al.,
2000), uma caderina dos desmossomos localizada nas por¢cdes superiores da
epiderme, fato este que leva a perda de adeséo celular e a formacao de bolhas
intraepidérmicas. Tais bolhas tendem a se romper, dando lugar a superficies
erosivas, escamosas ou bolhas hemorragicas. Autoanticorpos contra a desmogleina
3, principal autoantigeno do pénfigo vulgar (PV), também ja foram detectados em
pacientes com PF e podem contribuir para a patogénese desta ultima doenca
(ARTEAGA et al., 2002).

O PF apresenta uma forma endémica, também denominada fogo selvagem
(FS), e outra esporadica, esta também sendo chamada de Pénfigo de Cazenave.
Acredita-se que tanto o FS quanto o Pénfigo de Cazenave apresentem
manifestacdes clinicas semelhantes (CROSBY & DIAZ, 1993). A forma endémica
ocorre no Brasil prioritariamente em areas rurais dos estados do Parana, Sao Paulo,
Mato Grosso do Sul, Goids e Minas Gerais. Homens e mulheres sdo acometidos
pela doenca em proporcdes semelhantes e a principal faixa etaria de inicio do FS é
aquela entre 10 e 30 anos de idade (revisado por ABREU-VELEZ et al., 2010).
Formas endémicas do PF também foram reportadas em outros paises, como na
Tunisia (KALLEL et al., 2004) e em El Bagre na Colémbia (ABREU-VELEZ et al.,
2003).

Fatores ambientais capazes de explicar a restricdo geografica do FS ja foram
sugeridos. O mais contundente deles aponta para a acao de insetos hematofagos da
familia Simuliidae. Sabe-se que pacientes com PF apresentam anticorpos que
reconhecem epitopos dos dominios EC1 (primeiro dominio extracelular) e EC2
(segundo dominio extracelular) da desmogleina 1. Por outro lado, individuos
saudaveis, residentes em areas endémicas, e pacientes em estagio pré-clinico
possuem anticorpos anti-EC5 contra a desmogleina 1.Tendo por base estas
informacdes e as evidéncias de que pacientes com doencas transmitidas por vetores

hemat6fagos também apresentam anticorpos anti-EC5, Li et al. (2003) propuseram
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um modelo em que antigenos salivares de simulideos reagem de forma cruzada
com a desmogleina 1 levando ,inicialmente, a produgédo de anticorpos anti-EC5. A
este evento segue-se 0 espalhamento intramolecular de epitopos do dominio EC5
para os dominios EC1 e EC2 em individuos geneticamente susceptiveis.

A hipétese do mimetismo molecular tem como suporte adicional a evidéncia
de reducdo de casos de FS em alguns estados, principalmente entre a década de 60
e 80, devido a urbanizacdo. Esta ultima poderia afetar a exposicao a certos fatores
etiologicos (CHIOSSI & ROSELINO, 2001). Outros possiveis fatores ambientais de
risco incluem o mercurio, radiacdo ultravioleta e solventes organicos (ABREU-
VELEZ et al., 2010).

No que diz respeito aos fatores genéticos que conferem susceptibilidade
diferencial ao PF, as associacfes mais fortes até hoje reportadas ocorrem com
alelos de genes localizados no MHC humano. Ha certos alelos de HLA-DRB1 que
conferem protecédo ao PF, ao passo que outros conferem susceptibilidade a doenca
(PAVONI et al., 2003). O possivel efeito protetor do grupo alélico DQ2 também ja foi
identificado (PETZL-ERLER & SANTAMARIA, 1989). Destaca-se, no entanto, que
associacfes com genes localizados fora do MHC humano ja foram descritas
(DALLA-COSTA et al., 2010). A mais recente delas envolve os genes KIR (Killer-cell
immunoglobulin-like receptors). Observou-se que valores mais altos para as
proporcdes de genes KIR ativadores em relacdo aos inibidores confere protecdo ao
PF (AUGUSTO et al., 2012).

Por fim, com relacdo ao tratamento atual empregado para o pénfigo foliaceo,
a estratégia mais amplamente utilizada se baseia na administracdo de altas doses
de corticoides orais com efeito sistémico. Todavia, diversos efeitos colaterais
associados a esta classe de medicamentos sdo comumente observados, dentre
estes constam: osteoporose, diabetes melito, alteragbes emocionais, edema e

outros.
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2.2 O COMPLEXO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDADE: SUBSIVISAO E
FUNCAO DAS MOLECULAS HLA

O MHC (Major Histocompatibility Complex) € uma regido cromossémica com
cerca de 4 Mb localizada no braco curto do cromossomo seis, mais especificamente
na posicdo 6p21.31. As proteinas MHC s&o expressas nas células de vertebrados
superiores. Elas foram inicialmente descritas em camundongos, onde foram
chamadas de antigenos H-2. Nos humanos foram denominadas de antigenos HLA,
ja que foram inicialmente identificadas nos leucdcitos (ALBERTS et al., 2004).

O MHC humano encontra-se historicamente dividido em trés regides (classe I,
Il e ) (FIGURA 1), muito embora um grupo de genes localizados na regido de
classe lll seja por vezes referido como regido de classe IV ou também regido
inflamatoria (DEAKIN et al., 2006). A regido de classe | € a mais telomérica e
extensa de todas, ao passo que a regidao de classe Il é a mais centromérica. A
regido de classe lll, por sua vez, localiza-se entre as regides de classe | e Il (GREER
et al., 2008). Diferentemente das demais ndo possui um grau de polimorfismo téo
alto, apresentando variacbes de sequencia que sao tipicas do genoma como um
todo (XIE et al., 2003).

Os genes localizados na regido MHC de classe | podem ser divididos em
classicos e nao classicos, sendo que a mesma divisdo € véalida para os de classe II.
A regido de classe | apresenta trés genes HLA classicos (HLA-A, B-, e -C), e trés
nao classicos (HLA-E, -F e -G), além de apresentar os genes MICA e MICB e 50
outros genes ndao HLA (GREER et al., 2008). A regido de classe Il apresenta como
classicos os genes HLA-DP, -DQ, e -DR e como néo classicos HLA-DM e -DO (TING
& TROWSDALE, 2002). Salienta-se que os genes localizados no Complexo Principal
de Histocompatibilidade s&do oriundos de uma série de eventos de duplicacdes e
dele¢Bes génicas, os quais culminaram na presenca de loci que codificam proteinas
estruturalmente similares entre si (DELARBRE et al., 1992; KULSKI et al., 2002).

Ainda no que diz respeito as moléculas classicas e ndo classicas, sabe-se
que certas particularidades distinguem estas duas classes de proteinas HLA,
estando dentre estas: a funcédo biologica, o grau de polimorfismo e o padrdo de
expressao tecidual. As moléculas classicas apresentam um grau mais elevado de
polimorfismo quando comparadas com as ndo classicas e estdo envolvidas na

apresentacdo de peptideos a linfocitos T, além de serem criticas para a distingao
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entre o proprio e ndo proprio (MAENAKA & JONES, 1999); as néo classicas, por sua
vez, exercem um importante papel no contexto da imunidade inata, ainda que
também participem da imunidade adaptativa (RODGERS & COOK, 2005).

E também valido ressaltar que moléculas HLA de classe | e Il classicas
apresentam padrbes de expressao tecidual e celular distintos: enquanto estas séo
encontradas na membrana plasmatica de células apresentadoras de antigenos,
ainda que sua expressao possa ser induzida em outros tipos celulares mediante a
estimulacdo com citocinas especificas, aquelas sdo expressas por todas as células
nucleadas do organismo (REITH et al., 2005).
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Figura 1. Mapa do Complexo Principal de Histocompatibilidade humano. FONTE:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bookshelf/br.fcgi?book=immé&part=A574.

2.3 ESTRUTURA DAS MOLECULAS MHC DE CLASSE l e I

As moléculas MHC de diferentes classes diferem estruturalmente entre si. As
de classe | sdo formadas por uma cadeia pesada transmembrana (formada pelos
dominios a1, a2 e a3) (FIGURA 2), codificada pelo préprio gene HLA, associada a
B-2 microglobulina (MAENAKA & JONES, 1999). Estas moléculas se ligam a
peptideos derivados de proteinas sintetizadas intracelularmente e os apresentam as
células T que apresentam o co-receptor CD8 na membrana (KASAHARA et al.,

1995). Os dominios a1 e a2, os quais sdo altamente polimérficos, formam a
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cavidade a qual o peptideo se ligarda (MAENAKA & JONES, 1999). Estes dominios

séo codificados pelos éxons dois e trés dos genes HLA de classe |I.

] e—
DOMMO DE (=90 residuos de f‘-go residuos de
LIGAGAOADS | aminodcidos) aminodcidos)
N PEPrbeos
e e -
o e S O N (~100 reefduos do \ N /(‘tQOrcslduosde
A S A aminodcidos) [: aminoécidos)
7 c
< Sitio da clivagem
R, pela papaina
DOMlNio
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TRANSMEMeameo aminodcidos)
[ | — g
W "WN'O’ ity T (~30 residuos d
- CITOPLASMATICO -e SminoScIdos)
A, | ox

Figura 2: Estrutura das moléculas HLA de classe | (RETIRADO DE ABBAS et al., 1998)

As moléculas MHC de classe Il sao proteinas heterodiméricas formadas por
uma cadeia alfa (dominios a1 e a2) e uma cadeia beta ( dominios B1 e f2) (FIGURA
3). Ambas as cadeias sdo codificadas por genes HLA, sendo que a cadeia a
apresenta cerca de 32 KDa e a 3 29 KDa. Os genes HLA de classe Il sdo ditos HLA-
D, com as sub-regiées P, N, M, O, Q e R. Além disso, sdo também subdivididos em
genes HLA-D_A e HLA-D B (como, por exemplo, HLA-DMA e HLA-DMB), que
codificam as cadeias a e 3 da molécula HLA, respectivamente.

O sulco de ligacdo a peptideos no caso das moléculas HLA de classe Il é
formado pelos dominios a1 e 1 (MAENAKA & JONES, 1999). Estas moléculas
apresentam peptideos derivados de proteinas extracelulares, adquiridos por
endocitose, as ceélulas T CD4+. Elas ndo sdo capazes de apresentar peptideos
sintetizados intracelularmente, uma vez que no reticulo endoplasmatico as
moléculas MHC de classe Il encontram-se associadas a uma cadeia invariavel que
bloqueia a cavidade de ligacdo a peptideos (KASAHARA et al., 1995). No entanto,
nem todas as moléculas de classe Il ttm a capacidade de apresentar peptideos a

células do sistema imune. HLA-DM e -DO nao apresentam peptideos, ao invés disso
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modulam a apresentacdo de antigenos pelas moléculas classicas (TING &
TROWSDALE, 2002).
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Figura 3: Estrutura das moléculas HLA de classe || (RETIRADO DE ABBAS et al., 1998)

2.4 DEMAIS CARACTERISTICAS DO MHC HUMANO

O complexo principal de histocompatibilidade ja foi completamente
sequenciado, sendo que inicialmente cerca de 220 genes foram identificados
(MILNER & CAMPBELL, 2001) e ap6s a realizagdo do projeto ENCODE
(Encyclopedia of DNA Elements) este numero foi refinado para 260 genes. Alguns
dos achados do projeto ENCODE relativos as areas transcritas do MHC humano,
bem como o estado da cromatina em regides genémicas compreendidas dentro da
extensdo deste complexo génico séo trazidas na Figura 4.

Um aspecto marcante do MHC humano é o forte desequilibrio de ligacédo
entre os genes que pertencem a este complexo. Este fendmeno é verificado quando
certos alelos em diferentes loci ocorrem em conjunto com uma frequéncia maior ou
menor daquela que seria esperada pelo acaso. Em outras palavras, € um fenbmeno
gue diz respeito a ndo independéncia de alelos de diferentes loci, ou seja, a uma
associacado nao aleatéria (ARDLIE et al., 2002)

Outra caracteristica marcante dos genes que codificam para as proteinas do
MHC é seu elevado grau de polimorfismo. Estes sdo 0s genes mais polimérficos ja
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conhecidos nos vertebrados superiores, apresentando um grande namero de alelos
sem que haja predominancia de qualquer um deles (ALBERTS et al., 2004). HLA-B
€ 0 gene mais polialélico dentre todos os localizados no MHC, apresentando mais de
3000 alelos ja descritos e nomeados (IMGT/ HLA Database).

Diversas hipoteses foram criadas para explicar o alto nivel de polimorfismo
dos genes presentes no complexo principal de histocompatibilidade, dentre elas
estdo a de selecdo dependente de frequéncia e a de selecdo sobredominante. Esta
altima propde que os individuos heterozigotos teriam a capacidade de apresentar
uma maior variedade de peptideos derivados de patdgenos as células do sistema
imune se comparados com os homozigotos (DE BOER et al., 2004), podendo
desencadear, desta forma, uma resposta imune contra o0 organismo invasor.

Entretanto, como ressaltado por Penn (2002) a maioria dos estudos que
forneceram evidéncias para corroborar tal hipétese possuem como entrave a
dificuldade de distinguir uma possivel vantagem adaptativa conferida pelo alto nivel
de heterozigosidade do MHC daquela propiciada pela heterozigosidade do genoma
total. Notavelmente, ainda que estudos com linhagens de camundongos possam
superar esta problemética, dada a pequena heterogeneidade genética encontrada
entre estes animais, questiona-se a validade destes achados no contexto das
populacdes humanas (revisado por ILMONEN et al., 2007)
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Figura 4: Estrutura do MHC humano com dados do projeto ENCODE. Sao trazidos dados
relativos aos niveis transcricionais e ao estado da cromatina neste complexo génico, retirados
do projeto ENCODE, obtidos a partir do RNA isolado de linfécitos B CD20+. As regides
transcritas sdo mostradas para as diferentes fitas do DNA. A acessibilidade da cromatina,
baseado no método de DNAse-Seq, € mostrada em preto e é Uutil para direcionar o
mapeamento de regides reguladoras. A cor verde representa uma modificacdo especifica da
cromatina (a marca de ativagdo H3K27ac, boa indicadora da presenga de acentuadores/
enhancers). O mapa de recombinacdo, representado em marrom, foi obtido a partir do
deCODE, representando taxas de recombinacdo calculadas utilizando janelas de 10Kb. Na
sessdo relativa a presenca de polimorfismos de nucleotideo Gnico (SNPs), a cor azul indica
SNPs em regifes néo traduzidas, o vermelho indica SNPs n&o sindbnimos e o verde variantes
sindnimas (retirado de TROWSDALE & KNIGHT, 2013).

Acredita-se também que a resisténcia a doencas seja um dos fatores
que, dado a pressdes seletivas, acaba por resultar em um elevado nivel de
variacdo genética no MHC humano. Entretanto, como mencionado por
Trowsdale & Knight (2013) poucos sao os exemplos de doencas infecciosas
associadas a genes HLA, isto porque microorganismos possuem uma seérie
peptideos capazes de serem apresentados a células do sistema imune por um

grupo de varias moléculas HLA e ndo poucas moléculas especificas.

2.5 HLA-DM: FUNCOES BIOLOGICAS

2.5.1 HLA-DM E A REMOCAO DO PEPTIDEO CLIP

Uma das fungbes da molécula HLA-DM, codificada pelos genes HLA-
DMA e HLA-DMB, é a remocédo do peptideo CLIP (class -llassociated invariant
peptide) do sulco de ligacdo a peptideos de outras moléculas classicas de
classe Il. Assim que as proteinas MHC de classe Il sao sintetizadas, ja no
reticulo endoplasmatico estas sdo associadas a uma cadeia invariavel.
Acredita-se que esta associacao previna a ligacdo de peptideos residentes do
RE ao sulco das proteinas MHC-Il. A cadeia invaridvel atua como uma
chaperona, de modo a assegurar o correto dobramento das proteinas recém-
sintetizadas. Além disso, ela apresenta uma sequencia sinal especifica de
direcionamento para uma rota cujo destino final sdo vesiculas intracelulares
denominadas MIICs (MHC class Il compartments) (revisado por TING &
TROWSDALE, 2002).

Nestas vesiculas a cadeia invariavel é clivada por catepsinas, tais como

as catepsinas L e S, deixando um fragmento da cadeia invaridvel chamado
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CLIP obstruindo o sitio de ligacdo de peptideos das moléculas MHC de classe
Il (RIESE & CHAPMAN, 1996; revisado por TING & TROWSDALE, 2002). HLA-
DM facilita a remoc¢&o do CLIP, liberando assim o sulco de ligacao a peptideos
das proteinas de classe Il (DENZIN & CRESSWELL, 1995; SHERMAN et al.,
1997).

A remocgéo do peptideo CLIP por HLA-DM n&o deve, no entanto, ser
compreendida como a funcéo central/imprescindivel desta molécula HLA. Para
proteinas que se associam fracamente ao CLIP, a dissociacdo deste ultimo
pode ocorrer de maneira espontanea (POS et al.,, 2013). Similarmente,
Ramachandra et al. (1996) demonstraram que a reducdo dos niveis de
expressédo de HLA-DM néo afeta a taxa de dissociacdo do CLIP da fenda de
moléculas HLA de classe Il que interagem com uma afinidade fraca com HLA-
DM, indicando que nestes casos baixos niveis de expressdo sdo suficientes
para a adequado remocédo do CLIP do sulco de ligacdo a peptideos.Por outro
lado, a capacidade de HLA-DM de atuar como chaperona, estabilizando
moléculas HLA que se encontram com a fenda vazia apos a remocéao do CLIP,
é tida como a funcéo central desta molécula ndo classica. Na auséncia de DM
moléculas com o sulco vazio tendem a se agregar e se tornam funcionalmente
inativas (KROPSHOFER et al., 1997). A atividade de chaperona de HLA-DM
garante a apresentacdo de peptideos, associados a fenda HLA, na superficie
das células apresentadoras de antigenos.

Tendo como modelo a interagdo HLA-DM/HLA-DR1, Pos et al. (2012)
demonstraram, a partir da cristalizacdo deste complexo, 0 mecanismo pelo
qual HLA-DM estabiliza outras moléculas HLA. A interacdo DM/DR1 leva a uma
alteracdo conformacional de HLA-DR1: DR-a F51 é reposicionado para o

pocket P1 (FIGURA 5), garantindo a estabilidade do complexo.
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Figura 5. Rearranjos conformacionais de DR apéds a interacdo com HLA-DM. Do lado esquerdo
mostra-se o rearranjo de aminodcidos causado apés a interagdo DM/DR, de modo que o
residuo de aminoacido F51 da cadeia a de DR passa a ocupar o pocket P1. Do lado direito
observa-se a interacdo de um peptideo de alta afinidade derivado do virus da hemaglutinina
com o pocket P1, deslocando o residuo aF51 para uma regido mais distante da fenda da
molécula HLA-DR.

2.5.2 HLA-DM E A “EDICAQ” DE PEPTIDEOS

Uma importante funcdo de HLA-DM é a chamada “edicao de peptideos”,
evento este que ocorre apos a remocdo da particula CLIP da fenda de
moléculas HLA de classe Il. Os peptideos inicialmente associados a fenda de
ligacdo das moléculas HLA de classe Il classicas sdo removidos e aqueles que
se ligam com maior afinidade sdo entdo selecionados para permanecerem
aderidos ao sulco da molécula HLA (POS et al., 2013).

HLA-DM é capaz de remover qualquer peptideo da fenda de uma
molécula HLA. Um bom exemplo disso € um peptideo derivado da
hemaglutinina do virus influenza, o qual se liga a HLA-DR1 com um tempo de
meia vida de 1 més na auséncia de HLA-DM e apenas 2 minutos na presenca
desta ultima molécula (PASHINE et al., 2003).

Com relacdo ao mecanismo pelo qual HLA-DM seleciona os peptideos
de maior afinidade, as modificagcdes estruturais citadas na sessao anterior

(aquelas envolvendo o residuo de aminoacido DR-a F51) tornam parte da



24

fenda da molécula HLA de classe Il inacessivel a novos peptideos que
busquem se ligar nesta regido, de modo que peptideos de alta afinidade sao
selecionados por sua capacidade de competir com DR-a F51 pelo pocket P1
(FIGURA 5) (POS et al., 2012). Em outras palavras, como mencionado por
Mellins & Stern (2014), a habilidade de um peptideo de estabelecer uma forte
interagdo com o pocket P1 é o que determina prioritariamente a resisténcia a
acao de remocao da fenda catalisada por HLA-DM.

Desta forma, HLA-DM é capaz de exercer o mecanismo de “edicdo de
peptideos”, favorecendo aqueles que formem complexos de alta afinidade com
moléculas HLA. Tais complexos permanecem por mais tempo na superficie da

célula, aumentando a chance de interacao destes com receptores de linfécitos.

2.6 IMPLICACOES DE ALTERACOES NO PADRAO DE EXPRESSAO DE
HLA-DM/DO PARA A AUTOIMUNIDADE

Sabe-se que HLA-DO é capaz de inibir a atividade de HLA-DM. O
mecanismo pelo qual esta inibicdo ocorre foi recentemente elucidado por Guce
et al. (2013): HLA-DO adota uma conformacdo semelhante aquela das
moléculas HLA de classe Il, interagindo lateralmente como HLA-DM e
blogueando seu sitio catalitico.

Estudos envolvendo camundongos NOD (Non-Obese Diabetic Mice,
modelo animal da Diabetes Tipo 1) - tal qual o de Yi et al. (2010) -
demonstraram que a superexpressdo de HLA-DO em células dendriticas
(CDs), com consequente reducdo da atividade de HLA-DM, ¢é capaz de
bloquear o desenvolvimento da diabetes tipo | (DM1). Adicionalmente, os
mesmos autores constataram que alteracdes no padréo de expressao de HLA-
DM/DO em CDs alteram o grupo de peptideos que se ligam as moléculas HLA
de classe Il, de modo a inibir a apresentacdo de certos peptideos
diabetogénicos a linfocitos T autoreativos. Tal fato causa o desaparecimento do
guadro de DM1.

E também valido mencionar que Morgan et al. (2013), ao bloquearem a
atividade de HLA-DM, observaram o desaparecimento do quadro caracteristico
de diabetes tipo | em camundongos NOD. Experimentos adicionais

comprovaram a auséncia de linfocitos TCD4+ autorreativos como sendo a
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principal causadora da resisténcia a DM1. Conclui-se, portanto, que a funcao
de HLA-DM é necesséria para o desenvolvimento de células T autorreativas, as
quais exercem um papel importante em respostas imunes contra o proprio.

Fallang et al. (2008) demonstraram que HLA-DQ2, grupo alélico que
confere susceptibilidade diferencial a diversas doencas autoimunes, interage
fracamente com HLA-DM. Baseado nos recentes achados de Fallang e
colaboradores e nas evidéncias de que peptideos derivados de autoantigenos
interagem fracamente com moléculas HLA (SABATINO et al., 2011), Pos et al.
(2013) propuseram que uma falha no processo de edicdo de peptideos de
baixa afinidade, devido a acao ineficiente de HLA-DM, pode ser um dos fatores
gue contribuem para a patogénese da autoimunidade.

2.7 ESTUDOS DE ASSOCIACAO JA REALIZADOS ENVOLVENDO HLA-
DMA E DOENCAS AUTOIMUNES

Estudos de associacdo envolvendo HLA-DMA e doencas autoimunes
sao relativamente escassos na literatura. Pinet et al. (1997), foram alguns dos
primeiros autores a reportarem uma associacao entre alelos de HLA-DMA e
uma doenca autoimune. Neste estudo o alelo DMA*01:03 foi encontrado em
maior frequéncia em caucasoides franceses portadores de artrite reumatoide
(AR) em comparacdo com individuos controles, mesmo apds o pareamento
para genaétipos de susceptibilidade de HLA-DRB1 .Logo em seguida, Siegmund
et al. (1999) ao analisarem uma amostra de controles e pacientes de DM1
residentes da Alemanha Central, caracterizaram HLA-DMA*01:02 como um dos
fatores genéticos que podem contribuir para a protecdo a DM1. Tal associacao
mostrou-se independente de outros marcadores HLA de protecdo a diabetes
tipo I. Posteriormente, Pyo et al. (2005) reportaram uma associacao positiva
entre o alelo HLA-DMA*01:02 e a psoriase em coreanos, sendo esta
independente de HLA-Cw*06:02.

Ressalta-se, entretanto, que as associagcbes encontradas em
determinadas populagcdes ndo necessariamente se replicam em outras. Um
exemplo disto sdo os trabalhos de Yen et al. (1997) e Moxley & Han (2001), os
quais demonstraram ndo haver associacéo entre os diferentes alelos de HLA-

DMA e a AR em uma amostra de taiwaneses e outra de caucasoides dos
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Estados Unidos, respectivamente. Outros resultados de auséncia de
associacao incluem os trabalhos de Ristori et al. (1997), os quais investigaram
o possivel papel de HLA-DMA na patogénese da esclerose mdltipla, e Yen et
al. (1999). Estes ultimos analisaram variantes polimérficas de HLA-DMA em

pacientes taiwaneses de artrite reumatoide juvenil e individuos controle.

2.8 HLA-DMA: ESTRUTURA GENICA E ALELOS JA DESCRITOS

No que diz respeito a estrutura génica de HLA-DMA, este gene é
constituido por cinco éxons. O primeiro codifica um peptideo lider, o segundo e
o terceiro, respectivamente, os dominios intravesiculares da cadeia -a (ol e
a2) e 0 quarto a regido transmembrana e também grande parte da extenséo da
cauda citoplasmatica da cadeia o (NCBI Entrez Gene). No que diz respeito ao
polialelismo e polimorfismo de HLA-DMA, este gene se destaca como um dos
genes menos polialélicos da regido de classe Il do MHC humano, possuindo
apenas sete alelos descritos até o momento. Dentre estes quatro diferem
guanto a presenca de variantes genéticas na regido codificadora, sendo estes
nomeadamente: DMA*01:01:.01, DMA*01.02, DMA*01.03 e DMA*01.04.
Menciona-se também que o polimorfismo de HLA-DMA esta inteiramente

concentrado no éxon trés deste gene (IMGT/ HLA Database).
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3 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

A importante fungdo imunolégica exercida por HLA-DM ao modular a
capacidade de apresentacdo de antigenos por moléculas MHC de classe |l
classicas conjuntamente com a informacdo de que variacdes no padrdo de
expressdo de DM influenciam o desenvolvimento de quadros de autoimunidade
(Yl et al., 2010; MORGAN et al., 2013) enquadram HLA-DMA como um bom
candidato para estudos de associacdo com doencas autoimunes, dentre as
quais esta o pénfigo foliaceo. Além disso, devido aos resultados contraditorios
encontrados em diferentes estudos de associacdo envolvendo doencas
autoimunes e variantes genéticas deste gene, o possivel papel desempenhado
por HLA-DMA na patogénese da autoimunidade ainda permanece elusivo e
deve ser testado.

No que diz respeito ao estudo populacional, sabe-se que em humanos
0s genes HLA mais intensamente estudados sdo aqueles ditos classicos,
sendo estes: HLA-A, -B, -C, -DRA, -DRB1, -DPA1, -DPB1, -DQA1, DQB1.
Vérios estudos populacionais demonstraram que estes genes apresentam uma
distribuicdo alélica diferencial em grupos étnicos distintos, sendo que
determinados alelos HLA ocorrem em alta freqiéncia apenas em algumas
populacdes humanas (AGRAWAL et al.,, 2007). Entretanto, pouco se sabe
sobre a distribuicéo alélica de genes nao classicos do MHC em populacdes de
diferentes ancestralidades.

Adicionalmente, ao empregarmos a metodologia de sequenciamento
temos a possibilidade de, eventualmente, descrevermos novos alelos para
HLA-DMA. Os ultimos trabalhos a empregarem tal técnica para a genotipagem
de HLA-DMA foram os de Carrington et al. (1994) e Sanderson et al. (1994).
Deste entdo nenhum outro estudo havia focado na andlise de variantes deste
gene por sequenciamento.

Portanto, este trabalho teve como objetivos verificar se os diferentes
alelos e/ou genotipos de HLA-DMA conferem susceptibilidade diferencial ao PF
e também investigar as frequéncias alélicas e genotipicas de -DMA em
amostras de diferentes ancestralidades, sendo uma amostra de africanos e

outra de orientais.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 SELECAO DA AMOSTRA PARA GENOTIPAGEM

4.1.1 CRITERIOS PARA A PRE-SELECAO DE UM SUBGRUPO DE
PACIENTES E CONTROLES DE PFE PARA A
GENOTIPAGEM POR SEQUENCIAMENTO

A fim de se selecionar uma subamostra de pacientes e controles de PFE
para a genotipagem do gene HLA-DMA pela metodologia de sequenciamento,
os critérios listados logo abaixo foram adotados.

Excluséo de individuos consanguineos da amostra pré-selecionada, uma
vez que os dados de genotipagem destes ndo poderiam ser incluidos em
analises a serem realisadas a posteriori. Tal observacao leva em conta o fato
de que de que individuos consanguineos podem, eventualmente, compartilhar
alelos idénticos por descendéncia;

Inclusdo de individuos cujas amostras de DNA ja estivessem
genotipadas para outros genes HLA de classe I, a citar como exemplo HLA-DR
e HLA-DQ. Desta forma, caso associacdes positivas ou negativas fossem
encontradas neste estudo, analises futuras de desequilibrio de ligacdo
poderiam ser realizadas com o propésito de verificar se estas associacfes sao
dependentes ou n&do de outros marcadores HLA de classe Il de
susceptibilidade ou protecéo ao PF.

Inclusdo tanto de individuos de ancestralidade preponderantemente
europeia quanto mestica europeia/africana (abrangendo, portanto, individuos
mulatos claros, médios e escuros). As propor¢cdes das diferentes classes de
mulatos foram ajustadas no grupo de pacientes e controles de PFE,
objetivando-se tanto evitar a ocorréncia de associacdes espurias quando no
momento da analise dos dados quanto reduzir o numero de exclusbes de
individuos da amostra de analise. Tais exclusbes poderiam se fazer
necessarias para que se fizesse um ajuste adequado das proporcoes das

subclasses de mulatos entre pacientes e controles.
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4.2 AMOSTRA DE GENOTIPAGEM

4.2.1 AMOSTRA DA ANALISE DE ASSOCIACAO

As frequéncias alélicas e genotipicas de HLA-DMA foram estimadas em
um grupo de pacientes com pénfigo folihceo endémico e em individuos
controle. A amostra controle foi composta por 120 individuos, ao passo que 135
pacientes compunham a amostra teste. As coletas para o0 grupo de pacientes
com pénfigo foliaceo endémico foram realizadas a partir do ano de 1997,
majoritariamente no Hospital Adventista do Pénfigo, localizado em Campo
Grande, MS. Para o grupo de individuos controle as coletas se iniciaram
também em 1997 e foram também realizadas no Hospital Adventista do
Pénfigo e em postos de saude de Campo Grande.

Ressalta-se que este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital de Clinicas da UFPR e pela CONEP (Comissdo Nacional
de Etica em Pesquisa).

4.2.2 AMOSTRA DO ESTUDO POPULACIONAL

Neste estudo, as frequéncias alélicas e genotipicas de HLA-DMA e DMB
foram analisadas em duas amostras populacionais, sendo uma de orientais
(OR= 38) e outra de africanos (AF= 14). A amostra de africanos analisada
compreende individuos provenientes dos paises Gana, Guiné Bissau, Angola e
Camardes. Para estas amostras as coletas foram realizadas na cidade de
Curitiba pelos préprios integrantes do LGMH, tendo inicio no ano de 2008. A
amostra da populacéo oriental, por sua vez, € composta por descendentes de

japoneses que migraram para o Brasil nos dltimos 103 anos.

4.3 DESENHO DE OLIGONUCLEOTIDEOS-INICIADORES E OTIMIZACAO
DAS REACOES EM CADEIA DA POLIMERASE

Empregou-se a técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) para a
amplificagéo in vitro do éxon 3 de HLA-DMA. Para tanto se fez necessaria a
utilizacado de oligonucleotideos-iniciadores especificos para a sequéncia alvo

(TABELA 1). Para o desenho de oligonucleotideos-iniciadores partiu-se de
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sequéncias consenso disponiveis no banco de dados IMGT/ HLA
(<http://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/>). Langou-se méao tanto do software
Primer3Plus (disponivel em: <http://www.bioinformatics.nl/primer3plus>), capaz
de fornecer uma lista de todas as possiveis sequéncias de oligonucleotideos-
iniciadores adequados para amplificar um certa sequéncia alvo, quanto da
ferramenta  Oligo  Analyzer (disponivel em: <http://idtdna/analyzer-
/Applications/OligoAnalyzer>). Esta ultima foi empregada para a checagem dos
parametros relativos a formacéo de estruturas secundarias. Uma vez tendo
sido estes parametros verificados, procedeu-se para analise com a ferramenta
NCBI-Primer BLAST (disponivel em: <www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast>), a qual permite detectar previamente a possibilidade da existéncia de
amplificacBes inespecificas.

A otimizacéo dos protocolos de PCR, para que as amplificacdes fossem
bem sucedidas e posteriormente o produto purificado destas reacdes pudesse
ser empregado em reacdes de sequenciamento, também foi realizada. O DNA
empregado nas reacfes em cadeia da polimerase ja havia sido previamente
extraido a partir de sangue total, através dos métodos fenol-cloroférmio-alcool
isoamilico ou salting-out, que emprega o detergente NONIDET P-40 (LAHIRI e
NURNBERGER, 1991), e a concentracdo para a realizacdo de reacdes em
cadeia da polimerase foi ajustada para 20 pg/ml.

O protocolo de amplificacdo para o éxon trés de HLA-DMA foi otimizado,
tendo sido utilizado como protocolo de partida um protocolo hibrido entre
agueles descritos para HLA-A e -B no manual do 13° Workshop Internacional
de Histocompatibilidade (HANSEN, 2006) (TABELA 2). As rea¢c0es em cadeia
da polimerase para o éxon 3 de HLA-DMA foram realizadas para um volume
final de 10 ul. Cada reacao continha: tampéo 1X (obtido de tampao Fermentas
10X constituido por: 750 mM Tris-HCI pH 8.8 a 25 °C, 200 mM (NH,4),SOq4, 0.1
% (v/v) Tween 20); dNTPs (Life Technologies, Foster City, EUA) 0,2 mM cada;
MgCI2 2,0 mM; 0,2 uM de cada oligonucleotideo-iniciador especifico; 0,02 U/ul
de Tag polimerase (Fermentas, Burlington, Canadd) e 40 ng de DNA gendmico.

As condic¢des de ciclagem empregadas neste caso foram as seguintes:
30 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 59,2 °C por 30 segundos, 72 °C por 60

segundos. Utilizou-se um passo de desnaturacgao inicial a 94 °C por 2 minutos


http://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/
http://www.bioinformatics.nl/primer3plus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast
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e um passo de extensdo final a 72 °C por 5 minutos. As reacdes de
amplificacdo foram executadas no termociclador Mastecycler epgradient S
(Eppendorf, Hamburgo, Alemanha). Apds a realizacdo destas era feita uma
eletroforese a 95 V por 30 minutos para controle da qualidade da PCR,
aplicando-se 2,0 ul do produto de PCR misturado a 2,0 pl de tampao de carga
com 0,2% de GelRed (Biotinum Inc., Hayward, EUA) em gel de agarose (Life
Technologies, Foster City, EUA) a 1,0%. Os produtos de PCR nos géis foram
visualizados no transiluminador de luz ultravioleta LumiBIS (DNR Bio-Imaging
Systems, Jerusalém, Israel) e fotografados através de um sistema de

fotodocumentacado computadorizado.
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Tabela 1: Oligonucleotideos-iniciadores desenhados para este estudo e
suas respectivas temperaturas de fusdo (Tm). Os oligonucleotideos-iniciadores
denominados como F (do inglés forward) hibridam na fita 5-3’, ao passo que os

designados R (do inglés reverse) hibridam na fita 3-5

Oligonucleotideo iniciador Sequéncia 5'-3' Tm (°C)
DMA EX3 PCR F_ TTGCCTGGAA GAAGACCTCC 56,9
DMA EX3 PCR R_ GGAAATGACGTGGGTGTCTG 56,0

Tabela 2: Protocolo hibrido entre aqueles descritos para HLA-A e -B no manual do 13°

Workshop Internacional de Histocompatibilidade.

Workshop - Protocolo Hibrido Concentracgao inicial  Concentragao final
Tampao sulfato 10 X 1 X
Deoxinucleotideos 2 mM 0,2 mM
Cloreto de Magnésio 25 mM 15 mM
Oligonucleotideo Iniciador forward 20 UM 0,2 UM
Oligonucleotideo Iniciador reverse 20 UM 0,2 UM
Tag DNA Polimerase 5 U/l 0,02 U/l
Acido desoxirribonucleico 20 pg/mi 4 pg/ml

4.4 REACOES DE SEQUENCIAMENTO

Anteriormente a realizacdo das reacdes de purificacdo e
sequenciamento, os produtos de PCR eram quantificados utilizando-se 2 ul do
marcador Gene Ruler 1Kb (Fermentas, Burlington, Canada), também aplicado
no gel de agarose 1% juntamente com o tampao de carregamento contendo
Gel Red. As bandas dos amplicons foram quantificadas por comparagéo com
as bandas do marcador, e foram escolhidos para sequenciamento aquelas que
tinham uma concentracdo entre 100 e 150 ng. Os oligonucleotideos utilizados
para as reacdes de sequenciamento foram distintos daqueles utilizados para
amplificacdo, sendo que suas sequéncias sdo trazidas na Tabela 3. Até o

momento as reac¢des de sequenciamento foram feitas em uma Unica diregéo,
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entretanto pretende-se sequenciar futuramente um subgrupo de individuos em

ambas as diregoes.

Tabela 3: Oligonucleotideos desenhados para a realizagdo de reacdes de sequenciamento e
suas respectivas temperaturas de fusdo (Tm). Os oligonucleotideos denominados como F (do
inglés forward) hibridam na fita 5-3’, ao passo que os designados R (do inglés reverse)
hibridam na fita 3-5

Oligonucleotideo Sequéncia 5-3' Tm (°C)
DMA ex3 seq_F CC TCCAAACACA GAGATACCAT 56,6
DMA ex3 seq R_ GAT GGG CTT AGG GTA GGA ATG 54,1

Os produtos de PCR foram purificados para eliminar os reagentes em
excesso e tornar viavel a reacdo de sequenciamento. Para esse fim foram
utilizadas 4 U da enzima Exonuclease | (Fermentas, Burlington, Canada) e 0,7
U da enzima Fastap (Thermo Scientific, Waltham, EUA), em um volume final de
2 ul. As condicdes de ciclagem foram: ativacdo enzimatica a 37 °C por 45
minutos e inativacdo enzimatica a 80 °C por 15 minutos. Para as reacdes de
sequenciamento, utilizou-se 1 pl de Big Dye® Terminator Cycle Sequencing
Standart Version 3.1 (Life Technologies, Foster City, EUA), 0,5 pl de
oligonucleotideo a uma concentragao inicial de 10pmol/ul, 3 pl de Big Dye®
Terminator v. 1.1, v. 3.1 5X Sequencing Buffer e 1 ul de produto de PCR
purificado, em um volume final de 10 pl. Essas reacdes foram realizadas em
placas de reacdo de 96 pocos Microamp® Optical (Life Technologies, Foster
City, EUA).

As condicdes de ciclagem consistiram em uma etapa de desnaturacéo
inicial a 96 °C por 1 minuto; seguida por 35 ciclos de desnaturacéo a 96 °C por
15 segundos, anelamento a 54 °C por 15 segundos e extensdo a 60 °C por 2
minutos. Apés a reacao de sequenciamento, uma nova purificacéo foi realizada
antes da injecao das amostras no sequenciador. Para a precipitagdo do DNA
foi adicionado 2,5 pl de EDTA (Merck, Frankfurt, Alemanha) 125 mm e 30 pl de
etanol absoluto (Merck, Frankfurt, Alemanha). Apdés a incubagdo em
temperatura ambiente por 15 minutos, seguiu-se uma centrifugacao a 3220 G
por 45 minutos a 15 °C. A placa é entdo virada bruscamente para descartar o
sobrenadante e centrifugada invertida rapidamente até 300 G. Sao adicionados
30 ul de etanol 70% a temperatura ambiente e € feita uma centrifugacédo a 2500
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G por 5 minutos a 25 °C. O sobrenadante &€ novamente descartado e a placa €
centrifugada invertida até 300 G. Antes de armazenar a placa a -20°C com a
septa para placas de 96 pocos (Life Technologies, Foster City, EUA), esta foi
deixada aberta, coberta com papel aluminio, a temperatura ambiente por 30
minutos, para que todo o alcool evaporasse. As amostras foram, entao,
ressuspensas em 10 pl de Hi-Di Formamide (Life Technologies, Foster City,
EUA).

As corridas de sequenciamento foram realizadas no sequenciador
3500xI Genetic Analyzer (Life Technologies, Foster City, EUA) que utilizou os
seguintes reagentes: POP-7 Polymer for 3500/3500xI Genetic Analyzers,
Anode Buffer Container (ABC) 3500 Series, Cathode Buffer Container (CBC)
3500 Series e Conditioning Reagent 3500 Series (todos da Life Technologies,
Foster City, EUA). A visualizacdo dos cromatogramas, a analise da qualidade
das sequéncias e o alinhamento foram realizados através dos programas
Chromas Lite versdo 2.01 (Technelysium, Brisbane, Australia) e Mutation
Surveyor® DNA Variant Analysis Software versdo 3.30 (Softgenetics, State
College, EUA).

4.5 ANALISES ESTATISTICAS

Para as diferentes amostras populacionais analisadas, as frequéncias
alélicas e genotipicas foram estimadas por contagem direta. No que se refere
as andlises de associacdo, as diferencas entre as frequéncias alélicas e
genotipicas do grupo de pacientes com PFE e a amostra de individuos controle
foram testadas através do teste exato de Fisher, utilizando a ferramenta
computacional MedCalculator (Disponivel em: <http://www.medcalc.org>).
Também foi realizado o calculo de OR (odds ratio) que nos da a razdo de
chances, com um intervalo de confianca (IC) igual a 95%. O IC 95% juntamente
com o valor de p obtido pelo teste exato de Fisher fornecem informacdes sobre
a significancia das diferencas obtidas entre pacientes e controles. O teste de
equilibrio de Hardy-Weinberg para as frequéncias genotipicas foi realizado de
acordo com o método de Guo e Thompson (1992) utilizando o pacote de
programas ARLEQUIN (EXCOFFIER et al., 2005).
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5 RESULTADOS
5.1 ANALISE DE ASSOCIACAO COM O PENFIGO FOLIACEO

Neste trabalho foram genotipados 135 pacientes de pénfigo folidceo e
120 individuos pertencentes a uma amostra controle. Inicialmente tanto o grupo
de pacientes quanto o de controles foi dividido em euro-brasileiros (EURO-BR)
e afro-brasileiros (AFRO-BR). Realizou-se, entdo, um teste de homogeneidade
a fim de se verificar a possibilidade de agrupamento destas subamostras.
Tanto para controles quanto pacientes, tal teste ndo demonstrou diferencas
estatisticamente significativas entre as frequéncias alélicas dois grupos étnicos
citados anteriormente (TABELAS 4 e 5). Ainda que as frequéncias alélicas
sejam homogéneas entre euro e afrodescendentes, uma analise em separado
destes dois subgrupos permite observar as diferentes tendéncias de aumento
ou diminuicdo de frequéncias em cada um deles (TABELA 6). Entretanto, a fim
de se obter resultados para a populacdo total e 0 maior poder estatistico
possivel, realizou-se o agrupamento das amostras EURO e AFRO-BR tanto no

grupo de controles quando de pacientes de pénfigo.

Tabela 4: Homogeneidade das frequéncias alélicas entre pacientes EURO-BR E AFRO-BR

Pacientes
EURO-BR AFRO-BR p
n=281 % n=>54 %
DMA*01:01:01 126 77,8 91 84,3 0,19
DMA*01:02 29 17,9 15 13,9 0,38
DMA*01:04 4 2,5 2 1,9 0,74

DMA*01:03 3 1,9 0 0 0,30
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Tabela 5: Homogeneidade das frequéncias alélicas entre controles EURO-BR E AFRO-BR

Controles
EURO-BR AFRO-BR p
n=74 % n =46 %
DMA*01:01:01 119 80,4 70 76,1 0,42
DMA*01:02 19 12,8 19 20,7 0,10
DMA*01:04 2 1,4 2 2,2 0,63
DMA*01:03 8 5,4 1 1,1 0,12

Apo6s o agrupamento dos subgrupos AFRO-BR e EURO-BR, a anélise
de associacao revelou ndo haver diferencas estatisticamente significativas ao
se comparar as frequéncias alélicas e genotipicas de HLA-DMA entre
pacientes e controles. Entretanto, o alelo DMA*01:03 encontra-se presente em
1,1 % dos pacientes e 3,8% dos controles, uma diferenca proxima ao limite de
significancia (p = 0,06). No que diz respeito a analise de equilibrio de Hardy
Weinberg (HW), tanto para pacientes quanto para controles desvios
significativos dos valores esperados em equilibrio para as frequéncias
genotipicas ndo foram observados (TABELA 7). Dados adicionais relativos a
analises de associacdo apos a juncao das amostras EURO/AFRO sdao trazidos

na Tabela 7.



Tabela 6: Analise de associacéo de HLA-DMA com o PF para euro e afro-brasileiros

Alelo/Gendtipo Pacientes % Controles % OR IC (95%) p
AFRO-BR n= 54 n=46

DMA*01:01:01 91 84,3 70 76,1 1,68 0.83-3.40 0,15
DMA*01:02 15 13,9 19 20,7 0,62 0.29-1.30 0,21
DMA*01:03 0 0,0 1 1,1 0,28 0.01-7.05 0,44
DMA*01:04 1,9 2 2,2 0,85 0.12-6.15 0,87
DMA*01:01:01+ 54 100,0 41 89,1 14,44 0.77- 68.68 0,07
DMA*01:02+ 15 27,8 16 34,8 0,65 0.27 - 1.53 0,33
DMA*01:03+ 0 0,0 1 2,2 0,29 0.01-7.28 0,45
DMA*01:04+ 3,7 2 4,3 0,85 0.11-6.26 0,87
DMA*01:01:01/01:01:01 37 68,5 29 63,0 0,93 0.37-2.34 0,89
DMA*01:01:01/01:02 15 27,8 11 23,9 1,00 N.A N.A
DMA*01:01:01/01:03 0 0,0 1 2,2 0,25 0.009 - 6.64 0,40
DMA*01:01:01/01:04 2 3,7 0 0,0 3,70 0.16 - 84.92 0,41
DMA*01:02/01:02 0 0,0 3 6,5 0,10 0.005 - 2.26 0,15
DMA*01:02/01:04 0 0,0 2 4,3 0,15 0.006 - 3.39 0,23
DMA*01:03/01:03 0 0,0 0 0,0 N.A N.A N.A
EURO-BR n= 81 n=74

DMA*01:01:01 126 77,8 119 80,4 0.85 0.49-1.48 0,57
DMA*01:02 29 17,9 19 12,8 1,48 0.79-2.77 0,22
DMA*01:03 3 1,9 8 54 0,33 0.09 - 1.27 0,11
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Alelo/Gendtipo Pacientes % Controles % OR IC (95%) p
EURO-BR

DMA*01:04 4 2,5 2 14 1,85 0.33-10.24 0,48
DMA*01:01:01+ 78 96,3 73 98,6 0,36 0.04 - 3.50 0,38
DMA*01:02+ 26 32,1 21 28,4 1,19 0.59 - 2.37 0,61
DMA*01:03+ 3,7 1 1,4 2,80 0.28 - 27.60 0,38
DMA*01:04 + 4,9 2 2,7 1,87 0.33-10.52 0,48
DMA*01:01:01/01:01:01 48 59,3 46 62,2 0,86 0.41-1.78 0,69
DMA*01:01:01/01:02 23 28,4 19 25,7 1,00 N.A N.A
DMA*01:01:01/01:03 3 3,7 6 8,1 0,41 0.09-1.87 0,25
DMA*01:01:01/01:04 4 4,9 2 2,7 1,65 0.27 - 10.02 0,58
DMA*01:02/01:02 3 3,7 0 0,0 5,80 0.28-119.43 0,25
DMA*01:02/01:04 0 0,0 0 0,0 N.A N.A N.A
DMA*01:03/01:03 0 0,0 1 1,4 0,27 0.01-7.18 0,44

NOTA: OR: “odds ratio”; IC: intervalo de confianca a 95%; N.A: n&o aplicavel

DMA*01:01:01+, DMA*01:02+, DMA*01:03+ e DMA*01:04+ indicam os individuos que possuem o alelo em homo ou heterozigose
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Tabela 7: Andlise de associacdo de HLA-DMA com o PF agrupando as amostras de euro e afro-brasileiros

Alelo/Gendtipo Pacientes % Controles % OR IC (95%) p

n= 135 n=120
DMA*01:01:01 218 80,7 189 78,8 1,13 0.73-1.74 0,58
DMA*01:02 43 15,9 38 15,8 1 0.62 - 1.62 0,98
DMA*01:03 3 1,1 9 3,8 0,28 0.07-1.07 0,06
DMA*01:04 6 2,2 4 1,7 1,34 0.37-4.81 0,65
DMA*01:01:01+ 132 97,8 114 95,0 2,31 0.56 - 9.47 0,25
DMA*01:02+ 41 30,4 35 29,2 1,06 0.61-1.81 0,86
DMA*01:03+ 3 2,2 8 6,7 0,32 0.08 -1.22 0,10
DMA*01:04+ 6 4,4 4 3,3 1,35 0.37-4.89 0,65
DMA*01:01:01/01:01:01 85 63,0 75 62,5 1
DMA*01:01:01/01:02 38 28,1 30 25,0 1,11 0.63-1.97 0,7
DMA*01:01:01/01:03 3 2,2 7 5,8 0,38 0.09-1.51 0,17
DMA*01:01:01/01:04 6 4,4 2 1,7 0,64 0.51-1351 0,24
DMA*01:02/01:02 3 2,2 3 2,5 0,88 0.17 - 4.50 0,88
DMA*01:02/01:04 0 0,0 2 1,7 0,18 0.008 -3.73 0,26
DMA*01:03/01:03 0 0,0 1 0,8 0,29 0.01-7.33 0,46
p-HW 0,87 0,13

NOTA: OR: “odds ratio”; IC: intervalo de confianca a 95%; p-HW: valores de probabilidade para o equilbrio de Hardy Weinberg
DMA*01:01:01+, DMA*01:02+, DMA*01:03+ e DMA*01:04+ indicam os individuos que possuem o alelo em homo ou heterozigose
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5.2 RESULTADOS POPULACIONAIS

Ao genotiparmos a amostra de africanos e a de orientais, constatamos que o
alelo DMA*01:01:01 é o mais frequente em ambas as amostras, com frequéncias de,
respectivamente, 96,4% e 82,9%. O alelo DMA*01:02 tem sua maior frequéncia em
orientais (14,5%) e esta presente em apenas 3,6 % dos africanos, ao passo que o
alelo DMA*01:03 ndo foi encontrado na amostra AF. Quanto as frequéncias
genotipicas, o genotipo homozigoto para DMA*01:01:01 € o mais comum tanto em
AF quanto em OR, seguido por DMA*01:01:01/01:02. Para ambas as amostras as

frequéncias genotipicas estdo em equilibrio de Hardy Weinberg (Tabela 8).

Tabela 8: Frequéncias alélicas e genotipicas de HLA-DMA nas amostras de orientais e africanos

analisadas
OR AF
n= 38 % n=14 %
DMA*01:01:01 63 82,9 27 96,4
DMA*01:02 11 14,5 1 3,6
DMA*01:03 2 2,6 0 0
DMA*01:01:01/01:01:01 25 32,9 27 92,9
DMA*01:01:01/01:02 11 14,5 1 7,1
DMA*01:01:01/01:03 2 2,6 0 0
P-HW 0,7 1

NOTA: P-HW, valor de p para o equilibrio de Hardy Weinberg

5.3 POSSIVEL DESCRICAO DE NOVOS ALELOS

Ao sequenciarmos individuos pertencentes a amostra de pacientes e
controles de pénfigo, detectamos a presenca de duas variantes genéticas ainda néao
descritas. Uma delas esta presente no cédon 180 (180C>T) de HLA-DMA. Esta
variante foi encontrada em trés individuos pertencentes ao grupo de pacientes de
PF, sendo dois individuos de ancestralidade mestica europeia/africana e um cuja
ancestralidade é preponderantemente europeia. Tal variagdo de nucleotideo néo
altera a sequéncia de aminoacidos da cadeia a de HLA-DM, sendo, portanto,
sinbnima. A outra variante esta localizada no cdédon 154 (154T>C) e também néo

resulta em substituicdo de aminoacido. Esta ultima foi encontrada em um individuo
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de ancestralidade mestica europeia/africana. As variantes aqui mencionadas,

entretanto, requerem uma posterior validacéo.
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6 DISCUSSAO

Neste trabalho, ndo detectamos diferencas estatisticamente significativas
entre as frequéncias alélicas, genotipicas e de portadores de alelos de HLA-DMA
entre pacientes de pénfigo folidceo e individuos controles. Alguns valores de p
proximos ao limiar de significAncia foram obtidos, entretanto ao se realizar multiplas
comparagdes estatisticas independentes entre duas amostras alguns valores de
probabilidade baixos sdo esperados. Ainda assim o aumento do tamanho amostral,
o qual pode ou ndo levar ao alcance da significancia estatistica em casos em que o
valor de p é proximo de 0,05, é valido.

Pinet et al. (1997) e Sang et al. (2005) reportaram associacdes positivas
entre o alelo DMA*01:03 e, respectivamente, a artrite reumatoide e a diabetes tipo |
Na amostra de pacientes e controles de pénfigo observou-se uma tendéncia de
reducdo da frequéncia deste alelo em pacientes acometidos pelo PF (OR= 0,28; p=
0,06). N&o é incomum que para diferentes doencas autoimunes, tendéncias distintas
de variacbes nas frequéncias alélicas sejam observadas. Além disso, como
demonstrado por Carlson et al. (2013) para uma mesma doenca autoimune &
possivel que certos alelos associados a doengca em determinados grupos étnicos
mostrem as mesmas tendéncias mas com diferentes grais de magnitude em outros,
ou até mesmo tendéncias opostas.

Em outros estudos de associacdo ja realizados com doencgas autoimunes,
entretanto, diferencas estatisticamente significativas entre as frequéncias alélicas e
genotipicas de HLA-DMA em pacientes e controles ndo foram encontradas (YEN et
al., 1997; RISTORI et al., 1997; REVIRON et al., 1999; YEN et al., 1999; MOXLEY &
HAN, 2001). Para alelos cujas frequéncias sdo baixas nas diferentes populacdes
humanas, como € o caso de DMA*01:03, é de se esperar que um tamanho (n)
amostral maior do que o utilizado em alguns estudos (RISTORI et al.,, 1997,
MOXLEY & HAN, 2001) seja necessario para que associacdes com esta variante
alélica sejam constatas. Todavia, caso as associagfes observadas sejam fortes o
requerimento de um n amostral maior ndo se faz necessario. A Tabela 9 traz mais
informacdes sobre os estudos de associacdo realizados até o momento entre HLA-

DMA e doengas autoimunes.



Tabela 9: Estudos de associacao ja realizados entre doencas autoimunes e HLA-DMA
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Yen et al. 1999

Yen et al. 1997

Pyo et al. 2003

Doenca

Populacao

Alelo e/ou genotipo associado

Tipo de associacdo encontrada
Valores de OR e p obtidos

Frequéncia do alelo/gendtipo

associado em pacientes

Artrite reumatoide juvenil
Taiwaneses
N.A

Auséncia de associacao

N.A

N.A

Artrite reumatoide
Taiwaneses
N.A

Auséncia de associagao

N.A

N.A

Psoriase
Coreanos
DMA*01:02 e DMA*01:01/01:01

Susceptibilidade e protecao

OR=1,94 e p < 0,001, OR=0,41 e
p < 0,001

10,4 % e 45,8%

Pinet et al. 1997

Ristori et al. 1997

Sang et al. 2005

Doenca

Populacao

Alelo e/ou gendtipo associado

Tipo de associacao encontrada
Valores de OR e p obtidos

Frequéncia do alelo/gendtipo

associado em pacientes

Artrite reumatoide
Caucasoides franceses
DMA*01:03

Susceptibilidade

OR=5,10e p<0,05

13%

Esclerose multipla
Italianos do norte
N.A

Auséncia de associacao

N.A

N.A

Diabetes Tipo |

Chineses Han

DMA*01:03 e DMA*01:02
Susceptibilidade e protecao

OR=8,05ep<0.01,0R=0,21ep<
0,01

25% e 5,4%

NOTA: OR: “odds ratio”; p: valor de probabilidade; N.A: ndo aplicavel
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Ainda que o possivel papel de HLA-DMA na patogénese do PF permaneca
em andlise, & véalido mencionar que j4 ha modelos propostos para explicar
associacbes entre HLA-DMA e outras doencas autoimunes. Sang et al. (2005)
propés que determinados heterodimeros da molécula HLA-DM, codificados por
certos alelos especificos de susceptibilidade de HLA-DMA ou -DMB, permitiriam o
acoplamento do autoantigeno na fenda de moléculas MHC de classe Il e a posterior
apresentacdo dos complexos MHC:peptideo na superficie de células
apresentadoras. Caso estes alelos resultem em uma expressao reduzida de DM,
pode-se levar em conta a hip6tese proposta por Yi et al. (2010): tal reducdo de
expressao permitiria também a peptideos de menor afinidade se ligarem a moléculas
HLA de classe Il classicas. Neste contexto, dada a maior competicdo entre
peptideos pela ligacdo a fenda de proteinas HLA classicas, a probabilidade de um
autoantigeno se ligar ao sulco destas moléculas seria menor. Ressalta-se,
entretanto, que até o momento ndo se conhecem diferencas funcionais entre os
diferentes alelos de HLA-DMA ou -DMB.

Se tomarmos como base o cenario mencionado anteriormente, seria de se
esperar que alelos de baixa expressdo de DM fossem fatores genéticos
compartilhados entre doencas autoimunes, tendo um efeito protetor sobre a
autoimunidade de maneira mais geral. Nesse caso, se a variante causadora da
alteracdo funcional fosse compartilhada por diferentes grupos étnicos, a mesma
associacdo seria observada em diferentes populacbes. No entanto, estudos de
associacdo entre HLA-DMA e doencas autoimunes encontraram resultados
discrepantes em diferentes populagdes humanas (PINET et al, 1997; YEN et al.,
1997; YEN et al., 1999, MOREL et al., 2004).

Além da problematica associada ao tamanho amostral em estudos de alelos
de baixa frequéncia, outras hip6teses podem também explicar estas discrepancias e
serdo discutidas logo a seguir.

Variantes genéticas em regifes codificadoras podem estar em desequilibrio
de ligacdo com polimorfismos localizados em sequéncias ndo codificadoras, de
modo que as associacdes encontradas com certos alelos possam ser o reflexo da
presenca de polimorfismos funcionais em regides reguladoras. Sabe-se que o grau
de desequilibrio de ligacdo entre variantes genéticas varia de uma populacdo para
outra, como mencionado por Reich et al. (2001), o que poderia explicar o contraste

de resultados nos estudos de associacdo entre HLA-DMA e doencgas autoimunes.
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No entanto, ndo constam na literatura estudos de associacdo entre HLA-DMA e
patologias autoimunes que analisem outras variantes genéticas que nao as
localizadas em regifes codificadoras. Explorar o papel de polimorfismos regulatorios
no contexto da autoimunidade pode ser relevante. Similarmente, em diferentes
populacdes o grau de desequilibrio de ligacédo entre alelos de HLA-DMA e variantes
alélicas protetoras conhecidas, ou até mesmo ainda desconhecidas, de outros genes
HLA proximos (a citar como exemplo HLA-DR, -DQ e -DP) também pode variar.

Outra hipotese capaz de explicar os resultados contrastantes no que diz
respeito aos estudos de associacdo entre HLA-DMA e a autoimunidade tem um
enfoque no fendbmeno de interacdo génica: o efeito de certos alelos de DMA poderia
ser modificado pela presencga de determinadas variantes genéticas em outros loci do
genoma. A presenca e frequéncia destas variantes também podem variar de um
grupo étnico para outro.

Ressalta-se que, apdés 0 aumento da amostra, ainda que os diferentes alelos
ou genotipos de HLA-DMA possam ndo conferir susceptibilidade diferencial ao PF,
nao se descarta a possibilidade de que variantes alélicas deste gene, por exemplo,
possam se correlacionar com a sintomatologia da doenca. Seria valido, se possivel,
inicialmente dividir os pacientes em dois subgrupos: os que ja apresentaram a forma
generalizada da doenca e aqueles que nunca a tiveram. Posteriormente, seria
necessario verificar se as frequéncias dos diferentes alelos e/ou genétipos de HLA-
DMA diferem de maneira estatisticamente significativa entre estes dois subgrupos.

Similarmente, se apds 0 aumento da amostra constatarmos que os diferentes
alelos e/ou gendtipos de HLA-DMA nédo conferem susceptibilidade diferencial ao PF,
ainda ha a possibilidade de que outras variantes localizadas em regiées reguladoras
possam estar envolvidas na patogénese da doenca. Tais variantes tém sido
negligenciadas em estudos de associacdo com HLA-DM e seu possivel papel na
patogénese de doencas autoimunes ainda precisa ser elucidado.

Quanto ao estudo populacional, descrevemos a alta frequéncia do alelo
DMA*01:01:01 tanto na amostra de africanos quanto na de orientais. As frequéncias
alélicas de HLA-DMA foram investigadas em amostras de individuos caucasoides do
leste e oeste europeu, além de uma amostra de caucasoides norte-americanos.
Para todas as amostras populacionais citadas anteriormente o alelo DMA*01:01:01
também foi o mais frequente. Nestas mesmas amostras o alelo DMA*01:03 ocorre

com frequéncia reduzida (2,5% em média) (The Allele Frequency Net Database),
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similarmente ao que observamos na amostra OR.

Recentemente Feng et al. (2012) analisaram o polimorfismo de HLA-DMA em
uma amostra de Chineses Han. Estes autores ressaltam que os mesmos alelos
encontrados em maior frequéncia em caucasoides europeus e norte-americanos
(DMA*01:01:01) também foram os mais frequentes em Chineses Han, fato este que
corrobora os achados anteriores de Jiang et al. (2008) ao também estudarem uma
amostra populacional de chineses desta mesma etnia.

Embora DMA*01:03 ndo esteja presente na amostra AF, ndo é possivel excluir
que este tenha surgido antes da expansdo da espécie humana para fora do
continente africano. Dados de outras popula¢fes africanas seriam Uteis a fim de se
elucidar este questionamento. A presenca de DMA*01:01:.01 ndo amostra de
africanos e sua ocorréncia em varias outras populacdes mundiais, por sua vez, pode
indicar que o aparecimento deste alelo é anterior a colonizacdo de outros
continentes por hominideos, sendo dados da sequéncia de -DMA em primatas
validos para auxiliar o melhor entendimento da microevolugcéo deste gene.

Por fim, no que diz respeito a descricdo de novos alelos, ndo ha duvidas de
que uma validacdo adicional é necessaria. Portanto, nestes casos as reacdes de
sequenciamento serdo também realizadas na dire¢cdo oposta. Destaca-se, contudo,
que a variante 180C>T (rs150131046) ja foi descrita pelo projeto 1000 Genomas,
alcancando a sua frequéncia maxima (1%) em europeus. Similarmente, a
substituicdo de uma timina por citosina no cédon 154 de HLA-DMA (rs138600096)
também ja havia sido reportada pelo projeto 1000 Genomas. A frequéncia do alelo C
neste caso € inferior a 1% nos diferentes grupos étnicos (Informacéo disponivel em:
< http://browser.1000genomes.org/index.html>).

Ao se empregar a metodologia de sequenciamento foi possivel verificar que o
locus HLA-DMA apresenta um alto grau de conservacado, com poucos polimorfismos
de nucleotideo Unico em sequéncias codificadoras, o qual é condizente com a

importancia da conservagéo da estrutura de HLA-DM para sua funcéo bioldgica.


http://browser.1000genomes.org/index.html

a7

7 CONCLUSAO

Nas andlises de associacdo entre HLA-DMA e o pénfigo foliaceo endémico,
nao constatamos diferencas de frequéncias alélicas ou genotipicas estatisticamente
significativas entre o grupo de pacientes e controles. Apds a reunido dos subgrupos
de controles e pacientes euro-brasileiros e afro-brasileiros em uma Unica amostra,
observou-se que a diferenca entre pacientes e controles encontra-se proxima ao
limiar de significancia para o alelo DMA*01:03 (OR= 0,28, p= 0,06). Ainda que ao se
realizar multiplas comparacgfes valores de p baixos sejam esperados, um aumento
do tamanho amostral nos permitira confirmar ou ndo a tendéncia a associacado
observada nesta andlise preliminar. Quanto ao estudo populacional, o alelo
DMA*01:01:01 foi encontrado em altas frequéncias tanto em AF quanto em OR,
indicando a prevaléncia de uma Unica proteina de -DMA nos individuos pertencentes
a estas amostras. HLA-DMA possui, portanto, um alto grau de conservacéo tanto em

nivel de sequéncia guanto de proteina.
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