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RESUMO

O DMID ( diabetes mellitus insulino dependente ) € uma doenga poligénica causada
por destruigdo autoimune das células 3 produtoras de insulina nas ilhotas de Langerhans.
Dentre os loci de susceptibilidade, apenas os do complexo principal de histocompatibilidade
( CPH ), HLA-DR e DQ, foram bem estabelecidos. Trinta pacientes brasileiros nio
consangiiineos, residentes em Curitiba — Pr com DMID, tiveram seu HLA-DRBI tipificado
por PCR — SSO ( polymerase chain reaction — sequence specific oligonucleotide ). Foi
encontrado um predominio de HLA-DR4 entre estes pacientes, os quais s3o caucasianos em
sua maioria ( 2 pacientes tem ancestrais japoneses ¢ 1 tem ancestral indio ). Os resultados sdo

similares aos da literatura, onde observa-se um predominio de HLA-DR3 e/ou DR4 entre os

pacientes caucasianos.

VII



1. INTRODUCAO

O Diabetes Mellitus Insulino Dependente ( DMID), também denominado Tipo I
(National Diabetes Data Group, 1979) resulta do dano do tecido produtor de insulina no
pancreas de um individuo susceptivel ( CASTANO et al., 1990; NERUP et al., 1988; BACH,
1988; PUJOL-BORREL et al., 1989; ROSSINI et al, 1989-90). O processo que leva a
destrui¢@o nas ilhotas pancreaticas de Langherhans € tido como ‘“‘autoimune”, embora os
antigenos que iniciam o diabetes ainda nfio tenham sido encontrados. O envolvimento
genético no desenvolvimento do DMID estd bem estabelecido ha décadas, sendo que os
estudos familiares ou populacionais mostram a influéncia dos antigenos HLA no DMID. A
seguir, serdo apresentados alguns aspectos do CPH ( Complexo Principal de
Histocompatibilidade ) e da resposta imune; os genes relacionados com DMID e qual a

utilidade da identificagdo desses genes para o tratamento do DMID.

Existem evidéncias experimentais abundantes de que o DMID, tanto em humanos como
em modelos animais € uma doenga autoimune. As evidéncias do envolvimento da imunidade
na patogénese do DMID vem da descrigdo de infiltrado mononuclear nas ilhotas ( chamado
insulite) no péancreas de pacientes que morreram de complicagdes precoces da doenga
( GEPTS, 1965 e 1981); da eficacia da ciclosporina A na preservagdo da fungéo residual das
células beta em pacientes com DMID recém diagnosticado ( SIBLEY et al., 1985) e do
achado de anticorpos contra células da ilhota - ICA ( BOTAZZO et al., 1974 ), insulina
(PALMER et al.,, 1983 ) e outras moléculas da célula beta ( BAEKKESKOV ef al.,1990 )que
podem ser encontradas no soro de diabéticos e de individuos de alto risco para

desenvolvimento da doenga, mesmo antes do inicio da mesma.



Pouca informagdo sobre a patogénese de DMID em humanos € disponivel por
limitagdes Obvias como: a heranga genética heterogénea, a variagdo no meio ambiente € a

falta de tecido pancreatico disponivel para estudos histoldgicos.

A caracteristica marcante do DMID ¢ a destrui¢do quase completa das células beta
( secretoras de insulina), com a manutengio das células alfa ( secretoras de glucagon) e gama
( secretoras de somastatina) nas ilhotas de Langherhans do pancreas ( FOULIS et al., 1986).
A histdria natural da doenga € lenta, devido a destruigdo gradual das células beta. No inicio
temos um periodo de pré-diabetes clinico no qual ha uma série de anomalias metabodlicas
seguindo-se do diabete clinico no qual temos toda sintomatologia decorrente da
hiperglicemia, com todos os pacientes dependentes de insulina para manter a vida ( ROSSINI

et al., 1993).

Imagina-se que a heranga genética tenha um efeito predisponente e, como a
concordincia para adoengaé usualmente menor que 50%, mesmo em gémeos idénticos
( BARNETT et al.,, 1981; JOHNSTON et al., 1983; SRIKANTA et al,1983; DIB et
al.,1986; OLMOS et al.,1988; LESLIE et al.,,1988; BEER et al.,1990; KUMAR et al.,1993),
além dos alelos herdados, ainda ha outros fatores desconhecidos que devem ter um papel na
determinag¢do do desenvolvimento do DMID. A identificagdo dos genes de susceptibilidade
para DMID podem melhorar dramaticamente a habilidade para predizer e previnir a doenga,
permitindo um reconhecimento precoce dos individuos com alto risco para DMID através da

combinagdo de testes genéticos e imunoldgicos.
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Varias observagdes levaram ao reconhecimento do DMID como uma desordem
familiar. Entre as familias temos o fato que aproximadamente um entre vinte parentes de
primeiro grau de um paciente com DMID ira desenvolver a doenga, enquanto na populagio
branca, quatro por cem; aproximadamente 50% dos gémeos idénticos sdo concordantes para a
doenga. Um irmdo gémeo idéntico a uma pessoa com DMID que tenha dois alelos de alto
risco, DR3 e DR4, tem indice de concordancia aproximadamente de 100% apesar da
estimativa maxima de penetrancia genética do diabetes ser em torno de 70%, deve ser
enfatizado que 90% dos individuos que desenvolvem DMID nio tem um parente de primeiro

grau com diabetes ( VERGI et al., 1995).

Os fatores genéticos ndo sé influenciam a incidéncia de DMID, mas também a idade na
qual o DMID desenvolve-se. A segunda crianga na familia a desenvolver diabetes ndo precisa
ter nascido antes da primeira desenvolver a doenca, para ter manifestagdo precoce da doenga
similar a primeira. Isto sugere que fatores ambientais agudos afetando dois irm3os
simultaneamente podem ndo ser importantes na correlagdo com o tempo de manifestagio do

diabetes ( VERGI et al., 1995).

O gene mais importante de susceptibilidade ao DMID estd com quase toda certeza
localizado no complexo principal de histocompatibilidade ( CPH ), porque tem sido estimado
que o CPH fornece aproximadamente 60 — 70% de susceptibilidade genética ( ROTTER,
LANDAW, 1984) e tem um papel importante também nos camundongos diabéticos nio
obesos (NOD) ( CASTANO et al.,,1990; HATTORI et al., 1986; IKEMAGI et al.,1993) e nos
camundongos BIO BRUINIG - BB ( CHAPPELL et al.,1987; BUSE et al., 1984 ) que sio

animais modelos para diabetes. Quanto a contribui¢do dos Joci secundarios, um grande
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numero de loci adicionais tem sido implicados tanto no DMID humano ( OWERBACH et al.,
1995; FIELD et al., 1994) quanto nos modelos animais relacionados acima ( TODD et al.,

1991).

Mesmo com a significativa melhora na habilidade para diagnosticar doen¢a ou
identificar genes susceptiveis para muitas desordens ( TODD et al., 1992), mapear os genes
para diabetes € complicado devido ao pequeno efeito potencial individual do locus
contribuinte que esta fora do CPH e pela relativa abundancia destes na populagio geral. Estes
fatores fazem com que a contribuigdo destes /oci fiquem menos aparentes e portanto a

identificagdo requer a analise de um grande numero de pacientes.

Também existem alelos que parecem ser bem raros em pacientes com DMID e por isso
sdo considerados protetores ou associados com resisténcia ao DMID. A identificagio desses
genes protetores € o entendimento dos mecanismos pelos quais seus efeitos sdo exercidos, sio
igualmente importantes, considerando sua hipotética utilizagdo para terap&utica genética

baseada em estratégias preventivas.

1.1 COMPLEXO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDADE ( CPH ) : ALGUNS

ASPECTOS DE SUA ESTRUTURA E FUNGAO

Nos seres humanos alguns dos genes que codificam os componentes da resposta imune
estdo situados no brago curto do cromossomo seis juntamente com o CPH ( STROMINGER,
1986; JOHNSON et al., 1991 ).A maioria dos genes do CPH si3o muito polimérficos, e este

polimorfismo é considerado essencial para gerar a grande variedade de respostas imunes
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fisioldgicas. Muitos estudos mostram que varias doengas autoimunes estdo associadas com os
alelos dos genes do CPH, e isto também ¢ verdade para o DMID ( NEPOM, 1988; NEPOM,

ERLICH, 1991).

O complexo principal de histocompatibilidade ( CPH ) foi assim denominado porque os
genes nesta regido do genoma ( cromossomo 6 em humanos e 17 nos camundongos ),
determinam a rapidez com a qual os tecidos transplantados sdio rejeitados. Aproximadamente
3 bilhdes de pares de bases de nucleotideos compdem o genoma humano, destes mais de 3
milhdes constituem o CPH. Estes codificam aproximadamente 100 genes, € apenas uma

por¢do deles foi identificada ( NEPOM, 1993 ).

Os produtos génicos da regido CPH, incluem os HLAs ( antigenos leucocitirios
humanos), moléculas glicoproteicas que estdo localizadas nas membranas plasmaticas das
células. Qutros produtos conhecidos, incluem C2 e C4 da via classica do sistema
complemento e o fator properdina ( Bf ) da via alternativa. Pelo fato da regido CPH ser grande
em termos genéticos, € provavel que proteinas ainda ndo descobertas sejam codificadas la.
Um nimero de Joci foi bem estabelecido e sdo designados pelas letras A, B, C, DRB1, DRA,
DQBI1, DQA1, DPAI1, DPBI1, etc. Foi desenvolvida uma nomenclatura classificando os
produtos génicos do CPH de acordo com a sua fun¢do. As moléculas da classe I incluem
produtos génicos dos loci HLA A, B, e C; e as de classe I sdo codificadas pelos genes das
sub-regides DR, DQ e DP. A regido da classe III representa as proteinas relacionadas ao

sistema complemento dentre outras ( NEPOM, 1988 ).



13

Os antigenos de superficie da classe I s@o expressos em todas as células nucleadas e sio
formados por duas cadeias. A cadeia maior, € um polipeptideo glicosilado com uma massa
molecular de 43 Kd e ¢ codificado no cromossomo 6; a cadeia menor, uma 2 microglobulina
( massa molecular de 12Kd) € codificada no cromossomo 15. A variabilidade genética é

conferida pela cadeia pesada.

A classe I esta envolvida na imunidade mediada por células. Estes antigenos sio
requeridos para o reconhecimento e rejei¢édo de células estranhas ou de células préprias que
tenham sido alteradas por infecg¢do viral ou doenga maligna. O mecanismo € a ativagio de
linfécitos T quiescentes, os quais tornam-se capazes de induzir lise celular. Estas células T,
chamadas de células T citotdxicas , sdo ativadas pela exposi¢do ao antigeno associado a
molécula HLA. Apenas os linfocitos T com receptores especificos para o complexo antigeno
viral e moléculas da classe I serdo ativados. Este reconhecimento obrigatério dos antigenos
virais associados as moléculas classe I chama-se restrigdo do CPH e garante que apenas as
células que tenham antigeno estranho processado e complexado a molécula de classe I serdo

lisadas pelo linfocito T citotoxico ativado ( NEPOM, 1988 ).

As moléculas da classe II s3o equivalentes aos antigenos Ia no sistema murino e sio
freqlientemente designadas desta forma. Geralmente elas se expressam somente nos linfocitos
B, nos macrofagos teciduais ou circulantes, nas células endoteliais e em alguns linfocitos T
ativados. Normalmente nfo estdo presentes nas células do tecido conectivo ou células
epiteliais, sendo que esta expressdo limitada proteje contra a ativagdo inapropiada da célula T

e autoimunidade ( NEPOM, 1991 ).
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Os antigenos da classe II sdo constituidos por uma cadeia alfa pesada e uma cadeia beta
leve. De maneira andloga a descrita para a ativagdo das células T citotéxicas, as células T
auxiliares s3o engatilhadas para atividade pelas células que apresentam um antigeno estranho

ou um autoantigeno em associa¢ido com a classe II.

Ambas, as moléculas da classe I e II podem se importantes nas reagdes imunes que
caracterizam o desenvolvimento do DMID, todavia o mecanismo é desconhecido. E
especulado, por exemplo, que a classe I confira alto risco e a classe II susceptibilidade para

DMID através de uma apresentag@o efetiva do antigeno.

Além disso, a regido de histocompatibilidade contém genes para componentes do
complemento, para fator de necrose tumoral, para uma proteina de choque térmico, para
enzima 21 hidroxilase e para um suposto gene recessivo que determina hemocromatose

( O’BRIEN et al., 1990).

1.2. RESPOSTA IMUNE E SUA RELACAO COM A GENETICA NAS DOENCAS

AUTOIMUNES

1.2.1 Resposta Imune Normal

De acordo com as evidéncias atuais, acredita-se que a espeficidade do sistema imune
seja determinada por receptores de antigenos, tanto nos linfécitos B como T. O receptor da
célula B ¢ uma imunoglobulina com a mesma especificidade dos anticorpos que podem ser

secretadas por células plasmaticas maduras. As células B podem reconhecer antigenos
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soluveis. Os genes para estes anticorpos sdo criados por um processo aleatério de
recombinagdo, na qual qualquer familia de segmentos génicos variaveis sio combinados com
segmentos génicos diversos de imunoglobulinas e entdo combinados com segmentos génicos
constantes de imunoglobulinas. Assim, cadeias leves e pesadas de imunoglobulinas sdo tinicas
e bilhdes de anticorpos diferentes sdo criados. Estes genes para anticorpos também sofrem um
alto grau de mutagdo, o que aumenta a probabilidade do antigeno ser reconhecido pelos clones

de linfocitos B.

Embora as células T tenham um mecanismo genético semelhante ao das células B para
geracgdo de sua diversidade de receptores, elas diferem das cé€lulas B, pois apenas reagem com
antigenos processados ligados as moléculas da classe I ou classe [l e expressos na superficie
das células alvo ou das células apresentadoras, respectivamente. O elemento crucial das
células apresentadoras de antigenos , como macréfagos, € sua habilidade de apresentar os
peptideos antigénicos ligados & fendas das moléculas HLA. O HLA funciona por fixar
pequenos peptideos e apresenta-los as células T, uma vez que estas usualmente reconhecem
apenas a por¢do processada ( peptideo ) de um antigeno. As células T expressam um
complexo de receptores que inclui o co- receptor CD4 o qual interage com as moléculas
classe I ( HLA -DR, DP e DQ nos humanos , H2- IA e IE em camundongos) ou o co-
receptor CD8 que interage com moléculas da classe I ( HLA- A, B e C nos humanos, H2- K

e D nos camundongos).

Os genes que codificam para os antigenos HLA da classe II sdo chamados de genes da

resposta imune. S0 moléculas altamente polimorficas e diferem entre os individuos quanto a
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seqliéncia de aminoéacidos ( NEPOM, 1991 e 1993 ). Cada seqiiéncia de aminoéacidos

diferente recebe um numero. Estas diferen¢as sdo herdadas de maneira mendeliana.

Devido a variabilidade das moléculas HLA entre os individuos, pode-se determinar
para qual antigeno o individuo pode ter resposta e qual doenga autoimune ele pode

desenvolver.

O sistema imune tem potencial para responder essencialmente para todos os antigenos
estranhos, mas também para autoantigenos. Por termos um mecanismo imune efetor capaz de
matar células rapidamente, a resposta potencial contra o proprio é uma conseqiiéncia deste

potente sistema imune.

Desta breve revisdo, fica claro como as moléculas da classe II sdo importantes na
determinagio da resposta imune, nota-se pelo seu nome: genes da resposta imune. A
habilidade das moléculas da classe II em ligarem-se a peptideos antigénicos especificos nio
s6 pode, como determina a resposta imune para um dado antigeno. Um exemplo de uma
maneira na qual as moléculas da classe II poderiam estar associadas ao diabetes, nos
individuos DQB1*0301/DR4, seria a cadeia B do DQ ligar-se a um peptideo derivado da

ilhota e entdo ativar a resposta da célula T para aquele peptideo.
1.2.2 Genética na Autoimunidade

O conceito de que a autoimunidade desenvolve-se na presenca de susceptibilidade

genética, em particular em associagdo com alelos HLA especificos, se aplica para a maioria
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das doengas autoimunes em humanos. Nao podemos esquecer que um mesmo alelo pode
proteger contra uma desordem e estar associado com susceptibilidade a outra; por ex.., HLA
DR2, DQA1*0102, DQB1*0602 € raro em pacientes DMID, mas é comum na esclorose
multipla ( ERLICH et al., 1991 ). Entéo, parece que a susceptibilidade codificada por alelos
HLA, nd3o influencia totalmente o desenvolvimento da autoimunidade, mas sim a

probabilidade para uma desordem especifica.

Uma maneira alternativa pela qual os alelos HLA podem determinar susceptibilidade
para uma doenga autoimune € alterando o repertério de célula T. Isto pode ser
particularmente importante para doengas associadas com o que tem sido chamado
“superantigenos”, como na Doenga de Kawasaki. Os superantigenos ligam-se a toda classe de
célula que esteja ligada a familias especificas ( V3 ) de receptores da célula T. Por outro lado,
os superantigenos ativam um ndimero muito mais elevado de células T, se comparado aos
antigenos usuais que apenas interagem com os clones de célula T que tenham um sitio

complementar de ligacdo especifica.

Em adig¢do ao seu efeito na apresentagdo de antigenos, as moléculas da classe II estiio
relacionadas com o repertério de linfécitos T em camundongos normais. Os camundongos
que expressam uma molécula analoga do DR ( denominada I-E ), deletam uma série de

linfécitos T que carregam determinadas familias de receptores especificos ( por ex.: VB5,

VB11). E descrito que os camundongos NOD ( n3o obesos ) que desenvolvem DMID tem
uma delecdo do gene I-E . Entao, levanta-se a hipétese que tal influéncia do I-E no repertorio
de receptores da célula T conte para o efeito protetor deste gene nos camundongos NOD.

Outros estudos sugerem que o alvo nas ilhotas destes camundongos nZo depende da limitada
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presenca de receptores V3 na célula T, e que o efeito potente do I-E pode ser secundério a
uma apresentagdo “protetora” do antigeno. Para os camundongos NOD, tanto a introdugio de
um transgene tomando lugar do gene I-E ausente quanto a de um transgene normal de
moléculas I-A, previnem diabetes ( NISHIMOTO et al., 1987 e MIYAZA et al., 1990 ). Esta
¢ a demonstracio mais direta da importincia destes genes em criar susceptibilidade ao

DMID.

Nas doengas autoimunes ja estudadas, a concordancia entre gémeos idénticos nunca é
100%, geralmente algo entre 30 e 70% ( OLMOS et al., 1988). A concordancia entre gémeos
nio idénticos ¢ freqlientemente ao redor de 5% e similar ao risco entre irm3os. Finalmente,
para a maioria das desordens, a concordancia ¢ maior para gémeos monozigdticos quando
comparado com irm3os HLA idénticos. Esta informag3o sugere que alelos de genes fora do
CPH também contribuem para a susceptibilidade a dada doenga. Em humanos, por exemplo, a
autoimunidade esta associada com deficiéncia de complemento ( LES — lupus eritematoso
sistémico ), alelos de insulina ( DMID )e deficiéncia de fosforilase nucleotidea ( anemia
hemolitica ). Parece que deficiéncias do complemento contribuem para autoimunidade por
alterar o processo de complexo antigeno-anticorpo. Os polimorfismos no gene da insulina
podem influenciar o seu tempo de sintese durante o desenvolvimento embriogénico e

futuramente influenciar a “tolerancia” para insulina.

1.2.3 Antigenos Alvo

Apds muitos anos de estudos, os antigenos foram subdivididos em 3 classes maiores de

acordo com a maneira pela qual a apresentagdo do antigeno ocorre: antigenos exdgenos,
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antigenos endogenos e superantigenos. Os termos exdgeno e enddgeno referem-se a

procedéncia e a via intracelular de processamento do antigeno.

Os antigenos exégenos sdo levados a uma célula por receptores especificos ou
mecanismos tipo pinocitose. Estes antigenos sfo entio clivados e acoplados as moléculas da
classe II do CPH para apresentacdo na superficie celular e reconhecimento por células T

especificas, CD4 positivas.

Os antigenos enddgenos ( sintetizados pela célula ), sdo clivados por peptidases num
complexo proteosdmico ¢ depois acoplados & moléculas da classe I do CPH e entdo

apresentados na superficie celular para reconhecimento por células T CD8 positivas.

Ja os superantigenos fixam-se fora da fenda de ligagdo peptidica das moléculas das
classes I e II e ativam familias inteiras de células T por ligarem-se a segiiéncias

compartilhadas por seus respectivos receptores especificos.

O anticorpo e a resposta da célula T nas desordens autoimunes parecem ser antigeno
dirigidas. O grande numero de diferentes autoanticorpos para diferentes autoantigenos para
uma simples doenga autoimune sugere que qualquer que seja a lesdo inicial que leve a
autoimunidade, a resposta imune espalha-se para uma série de estirpes antigénicas e

moléculas do tecido envolvido.

A detecgdo de familias de autoanticorpos para cada doenca autoimune completa a

elucidagdo de qual autoantigeno ¢ central para a patogénese da doenga.



20

1.2.4 Mecanismos Efetores

Na maioria das desordens imunes, tanto a imunidade humoral quanto a celular
contribuem para a patogénese da doenca. Doencas mediadas por autoanticorpos incluem

anemia hemolitica autoimune, sindrome Eaton-Lambert, pénfigo, doenga de Graves.

Os autoanticorpos podem induzir a patologia por bloquear uma fun¢do de um receptor
especifico ( por ex.., hipotireoidismo ), por estimular os receptores ( doenga de Graves ), por
citotoxicidade direta ( anemia hemolitica ), por células opositoras ( anemia hemolitica ) € por

depésito de complexos imunes ( nefrite lupica ).

A imunidade mediada por células esta usualmente associada com destrui¢do tecidual
( por ex.: DMID, tireoidite ), ou por citotoxicidade celular direta ou por mecanismo citotéxico
indireto. O modelo classico de citotoxicidade , aquele que leva a rejeicdo de tecidos
alogénicos, ¢ mediada através de reconhecimento direto de complexos peptidicos antigénicos
com moléculas CPH da classe I pelas células T CD8 positivas. A fungido e expansido dos
clones de tais células T depende da ajuda dada pelas células T CD4 positivas as quais
respondem ao estimulo antigénico por liberarem uma série de linfocinas, entre elas a
interleucina 2. Recentemente as células CD4 positivas foram subdivididas, conforme as
linfocinas que as mesmas produzem ( WANG, 1993 ), em 3 grupos de células auxiliadoras:
ThO, Thl e Th2. As células ThO constituem uma pequena parte, estdo relacionadas com o
timo, determinam a produgdo de autoanticorpos e produzem interleucina e baixos niveis de

interferon gama ( IFN - y). As células Thl determinam a hipersensibilidade tardia e produzem
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interleucina 2 € INF - y. As células Th2 produzem interleucina 4 ¢ estdo predominantemente

ligadas com a imunidade humoral e elas podem até ser protetoras a destrui¢io autoimune. A

matanga por célula T citotéxica envolve contato celular direto entre a célula T e a célula alvo.

Um mecanismo adicional de destrui¢io da célula alvo mediada por célula envolve a
citotoxicidade indireta mediada por linfécitos CD4 positivos ( Th2 ). Tais linfocitos CD4
positivos, seguindo-se o reconhecimento do antigeno alvo associado as das moléculas do CPH
da classe II, secretam linfocinas, que levam a ativagdo de macrdéfagos, os quais secretam
interferon 1, 6xido nitrico e radicais livres. Cada uma dessas moléculas pode matar
seletivamente tecidos alvos. Este segundo mecanismo pode ser o responsavel pela destruigio
autoimune da célulap no DMID (BRADLEY et al., 1992) e pela destruigdo de tecidos

xenogénicos transplantados.

Em adi¢3o as linfocinas “pré-inflamatérias”, as células T também produzem linfocinas
que suprimem a imunidade mediada por células. Tanto o fator de transformagdo do
crescimento B ( TGF -B ) como a interleucina 4 parecem limitar a destruigio imune e a
produgdo dessas moléculas pelas células T expostas para seus antigenos podem ser

importantes para regulag@o imune.

1.3 CPH e Susceptibilidade aoc DMID

Os primeiros estudos baseados em técnicas de tipificagdo soroldégica mostravam que

muitos antigenos leucocitarios humanos ( HLA) da classe I, como o HLA-B&, B-18 ¢ B-15
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tinham freqiiéncia aumentada no DMID ( SENGAL et al, 1973; NERUP, 1974,
CUDWORTH, 1975 ).Apds o desenvolvimento e refinamento das técnicas de tipificagdo,
varios outros loci do CPH foram identificados e estudos posteriores mostraram que os
antigenos da classe II estdo mais fortemente associados com a susceptibilidade ao DMID do
que os da classe I ( THOMSEN et al., 1975). A maioria dos pacientes com DMID tem
antigenos da classe II HLA-DR3 ou DR4, sendo que aproximadamente 30% sdo
heterozigotos DR3/DR4 ( PLATZ et al., 1981; WOLF et al., 1983; BERTRAMS, BAUER,
1984; THOMSON et al., 1988). Devido ao modo sinérgico de agdo, a combinagdo DR3 e
DR4 confere o maior risco para DMID ( WOLF et al., 1983; THOMSON et al.,, 1983). A
homozigose DR4 oferece um risco de magnitude um pouco menor que a heterozigose
DR3/DR4 para DMID e imagina-se que o DR4 haja de maneira dominante. Em contraste, a
homozigose DR3 esta associada com um risco menor e acredita-se que seu modo de heranca
seja recessivo { THOMSON et al., 1988; ROTTER et al., 1983). Mas como um todo, os alelos
HLA conferem susceptibilidade recessiva, € como sera exposto na seqiiéncia, a protecdo

associada com DR2/ DQB1* 0602 ¢ dominante sobre a susceptibilidade.

Por causa do fendmeno de desequilibrio de ligagdo existente no brago curto do
cromossoma 6, determinados alelos de varios /loci tendem a ocorrer juntos, com uma
freqiiéncia maior que a esperada pelo acaso. Este fendmeno levou a identificagdo de varios
haplotipos HLA. Por enquanto, os haplotipos [ HLA — B8, DR3 e SCO1], [ HLA —B18, DR3,
FiC30], [ HLA — B15, DR4, SC33] e [ HLA — B38, DR4 ¢ SC21], sdo encontrados com
freqiiéncia aumentada no DMID ( RAUM et al., 1984), mas a identificagcdo do verdadeiro

gene da susceptibilidade no contexto nfo € uma tarefa facil.
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Muitos trabalhos mais recentes tem aclamado que certos alelos da classe II da série DQ
estdo ainda mais de perto associados com a doenca do que os alelos DR ( NEPOM et al.,
1986; BOHME et al., 1986; BRUSERUD et al., 1987, HENSON et al., 1987). TODD e
colaboradores em 1987 mostraram que a presenca de acido aspartico na posigio residual 57

da cadeia DQp esta negativamente associado com DMID.

Embora o DMID esteja fortemente associado com CPH, outros estudos sugerem que o
mecanismo efetor primario envolvido na destruigio da célula beta nio esteja restrito a este
complexo génico ( NERUP, 1981). A interleucina 1p ( IL - 1P ) é provavelmente a molécula
primaria da citotoxidade da célula beta, e os efeitos na célula beta devem ser potencializados
pelo fator de necrose tumoral alfa - TNFa ( MANDRUP — POULSEN et al., 1987 ). O papel
dos genes da regiio HLA foi sugerido como sendo quantitativo no sentido de que eles
podem influenciar a secregéo das citocinas envolvidas ( NERUP et al., 1974 ). A associagdo

de Bf e C4 com DMID tem sido procurada mas ¢ geralmente atribuida ao desequilibrio de

ligagdo com o HLA- DR4 ( BERTRAMS et al., 1982).

Tem sido reconhecidos fatores de susceptibilidade ao DMID fora da regido HLA
( RISCH, 1987 ). Os marcadores imunoldgicos Gm e Km podem ter alguma importancia para
susceptibilidade ao DMID ( FIELD et al., 1986 ) , para susceptibilidade para outras doengas

autoimunes e para magnitude de certas respostas imunes ( WHITTINGHAM et al., 1984 ).

Desde que muitos trabalhos tem mostrado que o gene estrutural para o fator de necrose
tumoral alfa ( TNFa ) esta localizado entre os loci HLA-B e C4, o TNFa pode ser importante

na patogénese do DMID. Esta hipétese ¢ posta de frente a de que a associagdo entre C4 e
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susceptibilidade ao DMID reflita desequilibrio de ligagdo entre o gene C4 e o gene

controlador da produgdo de TNFa .

Apos o desenvolvimento da tecnologia de seqiienciamento do DNA a habilidade para
identificar variantes polimoérficas melhorou muito, aumentando assim a possibilidade de se
mapear genes para doengas. Os estudos mais recentes que usam esta tecnologia permitiram
que os alelos associados com a susceptibilidade fossem identificados com maior precisdo e
ficou evidenciado que nos haplotipos DR4 o risco genético estd fortemente associado com o
locus HLA-DQ ( TODD et al., 1987; HORN et al., 1988; THORBY, RONNINGEN, 1993 ).
Este locus codifica para muitas variantes do antigeno HLA-DQ cuja estrutura heterodimérica
¢ tipicamente formada por duas cadeias glicoproteicas ( o, B ). A fungdo molecular do HLA-
DQ ( similar as moléculas DR ) nas células é a apresentagdo do antigeno ao receptor das

células T. Na sub-regido DR a cadeia o € invariavel, ja na sub-regido DQ ambas as cadeias o

e B sdo altamente polimdrficas, o que dé origem a iniimeras combinagdes o, f ( JOHNSON
et al., 1991; BEGOVICH, 1992 ). Nos individuos brancos portadores de haplotipos DR4, a
tipificagdo DQ levou a identificagio de dois alelos, DQB1*0302 ¢ DQB1*0301. Ao redor de
95% dos haplotipos DR4 encontrados em pacientes com DMID apresentam o alelo
DQB1*0302, ja na populagdo geral, estes dois haplotipos s@o distribuidos de maneira casual
( TODD et al., 1987, HORN et al., 1988). O que diferencia o alelo DQB1*0302 do alelo
DQB1*0301 ¢ a auséncia do residuo acido aspartico na posi¢do 57 no primeiro. Nos
haplotipos DR3 encontramos o alelo DQB1*0201 que também tem auséncia do acido
aspartico na posi¢do 57. Sendo assim, a coincidéncia da auséncia do acido aspartico na

posi¢do 57 do alelo DQ foi proposta como a explicagdo molecular para susceptibilidade
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genética ao DMID e para o risco aumentado conferido pela heterozigose DR4, DQB1*0302/

DR3, DQB1*0201 ( TODD et al., 1987, MOREL et al., 1988; TRUCCO, 1992).

A presenca do 4cido aspartico na posicio 57 do gene DQP tem uma associagdo
fortemente negativa com DMID; os alelos DQB que sdo positivamente associados com
DMID tem na posi¢do 57 um dos seguintes trés aminodacidos : ala ( DR3 e DR4 ), val ( DR1)
ou ser ( DR2 ) ( TODD et al., 1987). A relagdo da auséncia do acido aspérticb na posi¢do 57
com a predisposicdo ao DMID parece agir de maneira ndo recessiva, isto é, a prote¢do do
acido aspartico na posigdo 57 do DQP parece ser dominante. A associagdo da auséncia do
acido aspartico na posigdo 57 estd implicada tanto nos haplotipos DR3 como DR4. No
entanto, todos os haplotipos DR3 seqiienciados por TODD et al., 1987, tanto dos pacientes
quanto dos controles tinham alanina na posi¢do 57. Ja nos haplotipos DR4, o acido aspartico
na posi¢do 57 estava subustituido por alanina em 94% dos pacientes € em 75% dos controles.
MOREL et al., 1988 descreveram em um estudo familiar que 87,5% dos haplotipos ndo DR3
e ndo DR4 encontrados em diabéticos sdo negativos para acido aspartico na posi¢do 57,
quando comparado com 32,4% dos controles. Contudo, a evidéncia mais forte do
envolvimento da auséncia do acido aspartico na posi¢do 57 com DMID, vem particularmente
do DR2. Haplotipos DR2 podem ser divididos em subtipos de acordo com o cultivo misto de
linfécitos, aqueles que apresentam acido aspartico na posi¢cdo 57 da cadeia DQB e o raro

subtipo “AZH” que apresenta serina ao invés de 4cio aspértico na posig¢do 57 da cadeia B,

sendo este altimo associado com DMID. ( HORN et al., 1988 ).

Se analisarmos os estudos de HLA e DMID em outras populagdes ( de outras ragas ),

como no japoneses ( IKEGAMI, MAKINO, 1993; AWATA et al., 1990; IKEGAMI et al.,
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1992 ), nos chineses ( PENNY et al., 1990), nos mexicanos-americanos ( SANJEIEVI et al.,
1993 ) e nos negros ( MIJOVIC , 1991) veremos que a teoria exposta acima nio é
corroborada. Isto porque, os alelos DQB1 que tem freqiiéncia aumentada nos pacientes
japoneses possuem o acido aspartico na posi¢ao 57, sendo que também ha estudos registrando
em pacientes brancos alelos similares ( ERLICH et al., 1991). Ainda mais, BAISCH et al. em
1990 descreveram outros gendtipos DQB1 sem o acido aspartico na posi¢do 57 como os
DQB1*0302 ( DR4 )/ DQB1*0201 ( DR7) , DQB1*0201 ( DR3 ) / DQB1*0201 ( DR3 ) e
DQB1*0201 ( DR3 )/ DQB1*0201 ( DR7 ) que estdo associados com um risco muito
pequeno para DMID. Entre os brancos a grande maioria dos haplotipos DR3 carregam alelo
DQB1*0201, sendo que uma contribui¢do independente do DQB1*0201 para susceptibilidade
ao DMID ainda ndo foi demonstrada, devemos também observar que a presenga deste mesmo

alelo , nos haplotipos DR7 e DR estdo associados com baixo risco para DMID.

Embora o haplotipo DR1 esteja positivamente associado ao DMID, seu efeito
predisponente € muito mais fraco do que do DR3 e DR4. Todos os haplotipos DR1
analisados no estudo de MOREL et al. nd3o tinham &cido aspartico na posi¢do 57. Os
haplotipos DR1 tem valina na posi¢do 57 do DQp em contraste com alanina do DR3 e DR4 e
com ser do DR2 AZH, sendo que estas diferengas poderiam ser consideradas como a razio

dos diversos efeitos predisponentes de cada haplotipo.

KHALIL et al. ( 1990 ) e RONNINGEN et al. ( 1991 ) relataram alelos do locus
DQAI, em especial no residuo arginina na posi¢do 52 da cadeia DQo também relacionados

com a susceptibilidade ao DMID. Este fato pode explicar o risco diferente conferido pelo
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DQB1*0201 ao DMID nos haplotipos DR3 e DR4, pois temos diferentes alelos DQA1

( *0501 no DR3, * 0201 no DR7 ) ligados a0 DQB1*0201 em tais haplotipos.

Na evolugdo foi demostrado que a transcomplementagdo das cadeias DQ o e B de
haplotipos opostos, aumenta a diversidade dos antigenos da classe II participantes da resposta
imune e da contribuigdo do HLA- DQ na susceptibilidade ao DMID. Este fenémeno tem sido
uma explicagdo para o risco aumentado de DMID em heterozigotos DR4, DQB1*0201/ DR3

DQB1*0201 ( NEPOM et al., 1987; e KHALIL et al., 1992).

Qutros estudos como os de NEPOM et al., 1990 e de ERLICH e al., 1990 mostraram
que alelos do /ocus DRB1 também aumentam a susceptibilidade para DMID, com diferentes
riscos relativos reportados para haplotipos DR4/DQB1*0302, diferindo nos loci DRBI1 e

DRB4.

Ha descrigdes na literatura associando o locus TAP2 com DMID, permanecendo ainda
controverso como o Jocus TAP 2 pode conferir susceptibilidade e resisténcia ao DMID de
maneira epistatica com o locus DQ. O locus TAP2 estd localizado centromericamente ao
locus DQ no brago curto do cromossoma 6. A homozigose para o alelo TAP2*0101, num
estudo francés ( CAILLAT — ZULMAN et al., 1993 ), estd associada com risco aumentado
para DMID independente da susceptibilidade HLA- DQ, mas outros estudos falharam em
mostrar tal efeito independente, sugerindo como um desequilibrio de ligacdo entre os loci

HLA - DQ e TAP2.
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Mais recentemente, DEGLIEPOSTI et al, 1992 e IKEGAMI et al, 1993,
sugeriram em seus estudos, o primeiro em humanos e o segundo em camundongos, que 0s
genes de susceptibilidade podem também estar no CPH central, entre a regido da classe I e da

classe III onde estdo localizados alguns genes do sistema complemento.

1.4 Heterogeneidade Clinica do DMID e CPH

Também temos que lembrar que ha uma distribuigio diferenciada dos haplotipos HLA
de acordo com a idade dos pacientes no inicio do DMID refletindo uma variedade fenotipica
da doenga ( RONNINGER et al,1991; KARJALAINEN et al, 1989). Por exemplo,
CAILLAT-ZUCMAN e seus colaboradores encontraram um freqiiéncia diminuida de DR3,
DR4 e de heterozigotos DR3/DR4 entre os pacientes que tiveram inicio do DMID apds 15
anos. Ja PUGLIESE analisando 279 pacientes, encontrou freqiiéncias significativamente
reduzidas de heterozigotos DR3/DR4 apenas em pacientes com inicio do DMID ap6s 30 anos.
Neste grupo também nota-se uma freqiiéncia aumentada de homozigotos DR3, que de fato
parece correlacionar-se com o lento processo de doenga. Fazendo-se a andlise imunogenética
dos parentes de primeiro grau com anticorpos anti-ilhota — ICA positivos, confirmou-se que
DR3 na auséncia de DR4/ DQB1*0302 esta relacionado com baixo indice de progressio para

diabetes.

Pelo exposto até o momento parece que o Jocus DQBI1 tem um papel de maior

importancia na susceptibilidade ao DMID. Todavia, a extensdio e significado de suas
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contribui¢des esta em investigacdo € o que temos de mais concreto é o achado de genes do
CPH protetores para DMID, e ainda um longo caminho para percorrer para encontrarmos os

genes de susceptibilidade.

1.5 Genes Protetores para DMID

Desde que os estudos comegaram mostrar que os antigenos HLA estavam relacionados
com susceptibilidade ao DMID, foi notado que os haplotipos HLA — DR2 tinham freqiiéncia
reduzida entre os pacientes com esta doengca ( THOMSON et al., 1988; ROTTER et al., 1983
). Mais tarde, a caracterizagdo dos padrdes de ligagdo DR — DQ nos haplotipos DR2, indica
que a protegdo genética estd mais perto do locus DQBI. De fato, dos trés alelos DQB1 que
estdo geralmente ligados a0 DR2 em brancos, DQB1*0601, DQB1*0602 ¢ DQB1*0502,
apenas o DQB1*0602 esta associado negativamente com DMID, O alelo DQB1*0601 ¢é raro
em brancos e ¢ relatado como neutro para o risco ao DMID ( RONNINGEN et al., 1991;
BAISCH et al., 1990 ). Ja o alelo DQB1*0502 ¢ encontrado com freqiiéncia associado com
DMID na Sardenha e outras areas mediterraneas. Existem poucos pacientes DR2 com DMID
que tenham outros alelos DQB1 ( por ex.: DQB1*0402, ¥*0201, *0301, *0503 ), que n3o seja
o DQB1* 0206 ( ERLICH et al, 1991 ). Mas o alelo DQB1*0602 €é encontrado
aproximadamente em 20 — 25 % dos controles brancos € ¢ raramente visto ( < 1 % ) nos

pacientes DMID brancos, pretos ou japoneses ( BAISCH et al., 1990 ).
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PUGLIESE em 1994 estudando 182 pacientes brancos com DMID, relatou apenas 1 que
carregava DQB1*0602. Outros alelos que tem uma seqiiéncia muito similar ao DQB1*0602,
como DQB1*0603 ¢ DQB1*0605, também sdo raramente observados em pacientes com
DMID ( MIJOVIC, 1993). Parece assim que o DQB1*0602 exerce um efeito protetor
dominante, protegendo contra DMID mesmo na presenga de alelos de alto risco ( BAISCH et
al., 1990 ). Até o momento nio é conhecido como os poucos pacientes com DMID descritos
na literatura ( CAILLAT — ZUCMAN et al., 1992 ) que tem DQB1*0602, n3o tem efeito
protetor. Especula-se duas justificativas; que apresentem um alelo mutante o qual perdeu seu
efeito protetor ou que eles tenham uma forma atipica de DMID como a Sindrome de Wofram
onde temos diabetes mellitus, diabete insipido, surdez e nfo tem etiologia autoimune
( FISHMAN et al., 1993 ). Existe apenas a descri¢gdo de um unico paciente com DMID que
tem o alelo DQB1*0602 e sindrome poliendécrina autoimune do tipo I, a qual esta associada
com candidiase mucocutanea, hipoparatireoidismo, insuficiéncia adrenal e outras doencas
autoimunes ( EISENBARTH e JACKSON, 1992 ). Neste caso parece que uma deficiéncia
autoimune generalizada possa ter impedido o mecanismo protetor do DQB1*0602 para

DMID.

Ha descrigdes também de PUGLIESE e GIANINI ( 1994, 1992 ) associando
DQB1*0602 a altos titulos de anticorpos contra o 4cido glutamico descarboxilase ( GAD ) em
parentes de primeiro grau de pacientes com diabetes com baixo risco para DMID. Também
existe associagdo negativa do DMID com DQB1*0602 em pacientes com sindrome de Stiff-
man ( raro tipo de desordem neuroldgica ) que tem origem autoimune e forte resposta humoral
para GAD, tendo DMID presente em aproximadamente 30% dos casos ( SOLIMENA et al.,

1990).
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Em estudos que rastream imunidade pancreatica através da positividade do ICA
( anticorpo anti —ilhota ), ainda notamos o efeito protetor do DQB1*0602. PUGLIESE
descreve 8 parentes de primeiro grau de pacientes com DMID que sdo ICA positivos e tem
DQB1*0602, sendo que nenhum deles desenvolveu diabetes ou alterou a secre¢do de insulina

durante o seguimento, apesar de serem ICA positivos ha anos ( PUGLIESE et al., 1995 ).

Se o mecanismo de protecio do DQB1*0602 € ativo ou passivo, ainda ndo se sabe, mas
sua proteg@o € quase sempre absoluta. Ainda s@o necessarios muitos estudos, e isto € essencial

para que no futuro se consiga prevenir a progressido do DMID em individuos de alto risco.

1.6 Genes Relacionados com Susceptibilidade e Resisténcia ao DMID Fora do CPH

Nos seres humanos pouco se sabe sobre genes fora do CPH e DMID porque genes
diferentes podem determinar DMID em familias diferentes € estes genes sdo muito comuns na
populagdo geral, necessitando avaliagdo de um nimero muito grande de familias. Em animais
no entanto ja foram identificados genes para susceptibilidade ao DMID fora do CPH. Parece
que genes CPH podem determinar a autoimunidade em um 6rgéo especifico e os genes fora

CPH determinam a propensio para autoimunidade.

Muitas pesquisas ao redor do mundo estdo concentrando seus esfor¢os na tentativa de
identificar os genes. Milhares de familias com pelo menos dois entes afetados tem sido
colecionadas e estdo tornando-se disponiveis para estudos, nos EUA temos o HBDI ( Human

Biologic Data Interchange ) na Inglaterra o GBDA ( Bristish Diabetic Association).
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Existem muitos trabalhos que relatam regides cromossdmicas diferentes que podem
estar relacionadas com DMID. Entre eles temos os estudos de FIELD e colaboradores em
1994, descrevendo um Jocus no brago longo do cromossoma 15,(15q 2-6 ). Tanto
OWERBACH como COPEMAN e seus colaboradores, ambos em 1995, consideraram um
locus\ no brago longo do cromossoma 2 ( 2q 3.1 — 2q 3.3 ). Outros trabalhos como
HASHIMOTO e colaboradores em 1994, sugerem a regido no brago longo do cromossoma 11

em adi¢do ao gene da insulina no brago curto do cromossoma 11.

Outros trabalhos associam o0 DMID e o segmento de 4.1 kb do DNA, compreendendo o
gene da insulina e regides adjacentes 5’ e 3’ ( regido INS ) no cromossoma 11 ( 11p 15.51)

(BELL et al., 1984; PUGLIESE et al., 1993; OWERBACH and GABBAY, 1993 ).
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2. OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho s3o:

A.  Fazer revisdo bibliografica dos genes do CPH associados com a susceptibilidade ao

DMID

B. Tipificar o gene HLA -DRB1 num grupo de 30 pacientes com DMID na cidade de
Curitiba pelo método PCR — SSOPH ( polymerase chain reaction — sequence specific

oligonucleotide hybridization probes ).

C. Comparar os dados encontrados com os de uma populagiio controle, constituida de

brancos brasileiros, publicada por Moraes ¢ Moraes, 1997.
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3. JUSTIFICATIVA

Ja € um fato bem estabelecido que o antigeno HLA predominante associado com
DMID varia nos diferentes grupos raciais. Nos pacientes caucasoéides com DMID
encontramos uma freqiiéncia aumentada de HLA - B8, B15, B18, Cw3, DR3 e DR4 € mesmo
entre eles ha variagdes. Por exemplo no norte da Europa predomina DR3 e B8 e no sul
( Espanha, Biscaia e Sardenha ) predomina B18 (CAMBON-THOMSEN, 1992 ). Nos
tunisianos, assim como nos negros americanos, etiépios € mexicanos predomina DR3 e DR4
com excesso de heterozigose ({ THOMSON et al., 1988; SVEJGAARD, RYDER, 1989;
JENHANI et al, 1989; OTTENHOFF et al., 1987 ). Nos asiéticos, africanos e latino-
americanos parece que apenas HLA - DR3 e DR4 estdo associados com o DMID. Nos
algerianos, bascos, indianos e chineses ha um predominio de DR3 ( MERCIER et al., 1985;
CAMBON-de MOUZON et al., 1982; FLETCHER et al., 1988; LEE et al, 1983 ). Nos
Japoneses além de DR4, temos DR8 e DRY. E, nos negros sul africanos apenas DR4
( TIWARI et al., 1985 ). Também hé algumas descrigdes de DR7 e DR9 em alguns negros

que parecem estar associados com DMID ( APARICIO et al., 1988 ).

Aqui, no Brasil temos apenas um estudo realizado por Elzirick et al. em 1987 na regido
centro sul que mostrou maior freqiiéncia de HLA - A2, B15, DR3 e DR4, numa populagio
constituida de caucasdides europeus, indios brasileiros e negros e outro estudo em andamento

na Universidade de Campinas.
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A caracteriza¢do dos alelos HLA-DRBI1 , neste trabalho serd mais um relato na
literatura a mostrar numa populagdo o alelo predominante que esta associado com DMID,
contribuindo para a amostragem mundial necessaria para o estudo da susceptibilidade

genética ao DMID, ja que ha variagdo entre as ragas e regides que a populacdo habita.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Amostra populacional

Trinta pacientes com DMID, residentes na cidade de Curitiba ou arredores em
tratamento no consultério de dois endocrinologistas da cidade, que tiveram diagnostico feito
clinicamente, pelas manifestagdes da sindrome hiperglicémica, algumas vezes acompanhada
de cetoacidose, mas desde inicio da doenga dependentes de insulina para tratamento, foram

voluntarios para o trabalho.

O grupo foi dividido da seguinte maneira:

Quanto ao grupo étnico: caucasdides e cruzamentos de caucasdides com japoneses ou indios,
sendo 2 resultantes do cruzamento de japoneses com caucasoides, 1 de caucaséide com indio

e o restante cruzamento entre caucasoides de diferentes origens.

Quanto a idade de inicio do DMID: 24 tiveram inicio da doeng¢a antes dos 15 anos de idade, 5

tiveram o inicio da doenga entre 15 € 30 anos e 1 apds 30 anos.

Para grupo controle foram usados os dados publicados pela Dra. Maria Elisa Moraes e
Dr. José Roberto Moraes ( Ucla Tissue typing , 1997 ), que consta de 199 individuos brancos
brasileiro, pertencentes ao Registro Brasileiro de Doadores Voluntarios de Medula Ossea,

cujos antecendentes eram principalmente imigrantes italianos e portugueses.
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4.2 Coleta das amostras de sangue periférico

As amostras dos 30 pacientes com DMID foram colhidas no periodo entre agosto e
novembro de 1995, conforme os mesmos eram contatados , por telefone ou no retorno para
consulta médica . Foram coletados aproximadamente 10 mL de sangue periférico em EDTA
de cada individuo. Apds a coleta, as amostras eram destinadas ao laboratdrio Genétika onde
eram imediatamente centrifugadas a 2000 rpm durante 15 minutos, para obten¢io do creme

leucocitario. Este era mantido a —70° C até que fossem feitas as extragdes de DNA.

4.3 Extracdo e Purificagdo do DNA Gen6émico

A eliminagdo dos eritrécitos, a lise dos leucécitos, a extragio do DNA gendmico € a
determinagéo de sua concentragdo foram feitas conforme o protocolo do XI WOKSHOP
INTERNACIONAL DE HISTOCOMPATIBILIDADE, adaptado de MANIATIS, FRITSCH

e SAMBROOK ( 1982 ).

e Apos o descongelamento do creme leucocitario, os eritrécitos foram lisados, por meio de
3 lavagens, em tamp@o de lise de eritrécitos ( SLE ) contendo 19mM de tris-HCL pH 7,6 ,
5mM de MgCl2 e 10mM de NaCl.

e Os leucdcitos foram recuperados, ao final de cada lavagem, por precipitagdo, pela
centrifugagio a 2.000 rpm, durante 15 minutos.

e Estes precipitados de leucécitos foram incubados, durante a noite, a 42° C, apés adicdo de
2mL de SLE e 8 mL de tamp&o de lise de leucécitos ( SLL ) contendo 10 mM de tris-HCI pH

7,6 , 10mM de EDTA pH 8,0, 50mM de NaCl, 0,2% de SDS (p/v) e 2mg de proteinase K,
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a fim de que fossem lisados os leucdcitos, digeridas as proteinas e liberados os acidos
nucleicos.

e Ao lisado de leucdcitos foi acrescentado um volume igual de FCI, composto de 3 partes de
fenol, 1 parte de tris-HC1 2M pH 8,0 ¢ 1 parte de clorofémio + 4lcool iso-amilico ( 24:1, v/v ).
e Depois da agita¢do lenta por 10 minutos, a fase aquosa contendo DNA foi separada por
centrifugac¢do do FCI contendo residuos de proteinas, que foi desprezado. A fase aquosa foi
tratada mais uma vez desta forma e duas outras com cloroférmio + alcool iso-amilico ( 24:1,
v/v).

e O DNA foi precipitado, pela adi¢do de 200nL de NACL 3M e alcool ispropilico, ( v/v),
transferido para um tubo limpo e lavado com solugdo de etanol 70% por 3 vezes. Apés a
secagem, foi solubilizado em tamp@o TE ( 10mM tris HCl pH 7,6 ¢ ImM de EDTA pH 8,0 ) e
estocado a — 70° C.

e A concentragdo das amostras de DNA foi determinada pela medigdo da densidade optica a

260nm.

4.4 Tipificagao do gene HLA-DRB1 por PCR-SSO Reverso

A tipificagdo do gene DRBI1 foi realizada pelo método de PCR-SSO reverso utilizando-
se o kit INNO-LiPA produzido pela empresa Innogenetics. Esse método baseia-se na
amplificagdo das amostras de DHA através da reagdo em cadeia da polimerase, com primers
biotilinados especificos para o gene DRB1, seguida da hibridizagdo reversa com sondas de

oligonucleotideos seqiiéncia especificas imobilizadas nas formas de linhas paralelas em tiras
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suporte (line blots). Ap6s a hibridizagdo adiciona-se estreptavidina marcada com fosfatase
alcalina que vai ligar-se aos hibridos biotinilados (sondas / DNA amplificado) previamente
formados. A ultima etapa consiste na visualizagdo das reagdes de hibridizagdo positivas
através da incubag@o das tiras com um cromoégeno constituido de BCIP ¢ NBT, que resulta
na forma¢dio de um precipitado purpura/marrom. Este precipitado € decorrente da
transferéncia de grupos fosfato do BCIP para o NBT promovida pela enzima fosfatase
alcalina. A identificacdo dos alelos ou grupos alélicos € feita com base na leitura dos
resultados e interpretacio do padrdo de reatividade de cada amostra de DNA com o

conjunto de sondas utilizados.

4.4.1 Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Inicialmente amplificou-se o segundo exon dos genes DRB utilizando-se primers
genéricos. Algumas amostras heterozigotas com determinadas combinagdes de alelos do
grupo DR4 foram submetidas a uma nova amplificagdo com primers especificos para este

grupo a fim de possibilitar a tipificagdo de alta resolug@o (nivel alélico).

O protocolo de amplificagdo foi executado através das seguintes etapas:

e Diluir as amostras de DNA gendmico para uma concentragdo entre 0,01 e 0,02pg/puL.
e Determinar o numero de amostras a serem amplificadas (N):
onde N = niimero de amostras de DNA + um tubo controle negativo (sem DNA) + 1

e Preparar a mistura de amplificagéo:

agua destilada autoclavada 248uL x N

tamp@o de amplificagdo (kit) 10uL x N

solugdo de primers (kit) 10uL x N

Taq polimerase SU/pL (Perkin Elmer) 0,2uL x N (equivalente a 1 U x N)

e Homogeneizar e adicionar 45uL desta mistura em cada tubo de amplifica¢do (PCR).
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e Adicionar 5uL (0,05 a 0,1ug) de cada suspensdo de DNA genémico aos respectivos

tubos de amplificagdo. Ndo adicionar DNA ao tubo controle negativo.

e Levar os tubos ao termociclador e iniciar a amplificagdo de acordo com o seguinte

programa:
N° Ciclos Temperatura Tempo Fase
1 95°C 5 minutos desnaturagdo
35 95°C 30 segundos desnaturagdo
58°C 20 segundos hibridizagio dos primers
72°C 30 segundos extensdo dos primers
1 72°C 10 minutos elongamento

e Ap6s o término do programa fazer o controle da amplificagio. Para tal, aplicar 10pL de

cada amostra de DNA amplificado nas cavidades de um gel de agarose a 2g%. Os

produtos amplificados devem ser visualizados através da presen¢a de bandas unicas

com tamanho de aproximadamente 280 pares de base.

4.4.2 Hibridizagdo

O kit INNO-LiPA para a tipificagdo DRB genérica ¢ constituido de 32 sondas distribuidas

em duas tiras de nailon. Uma contém sondas que requerem hibridizagdo a 55°C e a outra a

63°C. O protocolo de hibridizagdo requer as seguintes etapas:

e Separar as tiras de nailon (1 tira para 55°C e 1 para 63°C por amostra) e identifica-las

com lapis.
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Dispensar 10uL da solugdo de desnaturagdo em cada cavidade do recipiente adequado
para hibridiza¢do. Usar um recipiente para as tiras de 55° e outro para as de 63°C.
Adicionar 10pL de cada amostra de DNA amplificado sobre a solu¢ao de desnaturagio,
nas respectivas cavidades, e homogeneizar com auxilio da pipeta. Deixar desnaturar por
5 minutos a temperatura de 20 — 30°C.

Adicionar 2mL da solucdo de hibridizagdo pré aquecida a cada cavidade. Misturar
através de leve agitacdo do recipiente. Cuidar para ndo misturar os conteudos das
diferentes cavidades.

Submergir as tiras de nailon nos respectivos recipientes de hibridizagio (55° e 63°C).
Colocar os recipientes contendo as tiras de sondas nos banhos-maria, ajustados para 55°
e 63°C, com agitagdo de aproximadamente 80rpm. Incubar por 30 minutos.

Remover os recipientes dos banhos-maria e proceder as lavagens.

4.4.3. Lavagens Rigorosas

Inclinar os recipientes e aspirar o liquido das cavidades com auxilio de pipeta,
preferivelmente acopladas a um aspirador a vacuo.

Adicionar 2mL da solugdo de lavagem rigorosa (pré aquecida) a cada cavidade e
enxaguar as membranas através da agitagdo manual dos recipientes por 10 a 20
segundos a temperatura de 20-30°C.

Finalmente, aspirar a solu¢do e incubar cada tira em 2mL de solugdo de lavagem

rigorosa pré aquecida nos respectivos banhos-maria a 55° € 63°C por 10 minutos.

4.4.4 Visualizagio das ReagGes (Desenvolvimento de Cor)

Todas as incubagdes subsequentes sdo realizadas em agitador orbital a temperatura de 20-

30°C, porque as tiras teste e os liquidos adicionados devem mover-se para cima e para

baixo nas cavidades dos recipientes a fim de obter-se uma coloragdo homogénea.

Lavar cada tira duas vezes durante 1 minuto usando a solugéo de enxague diluida.
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e Adicionar 2mlL do conjugado diluido em cada cavidade do recipiente e incubar por 30
minutos.

e Diluir o substrato cerca de 10 minutos antes do término da incubagio com o conjugado.

e Lavar cada tira duas vezes durante 1 minuto usando 2mL da solugio de lavagem diluida
e lavar mais uma vez usando 2mL de tamp3o substrato.

e Adicionar 2mL do substrato diluido a cada cavidade e incubar durante 30 minutos.

¢ Interromper o desenvolvimento de cor através da lavagem das tiras com 2mL de 4dgua
destilada pelo tempo minimo de 3 minutos. Repetir esta lavagem mais uma vez.

e Remover as tiras das cavidades, com auxilio de uma pinga, e coloca-las sobre papel
absorvente. Deixa-las secar completamente antes de proceder a leitura dos resultados.

e Armazenar as tiras coloridas e secas em ambiente escuro.

4.4.5 Leitura e Interpretagdo dos Resultados

A seguinte figura ilustra a posi¢do das diferentes sondas de oligonucleotideos seqiiéncia

especificas nas tiras INNO-LiPA usadas na tipificagio DRB. Uma linha é considerada

positiva quando aparecer uma banda de coloragdo plrpura/marrom ao final do teste

Markar lina
int, hybr. cOnD.

-nn-tmeor-umo:h-n

¢ OO T T

Fig.1 Localizagdo das linhas de marcagdo (linha preta na tira de 55°C e linha vermelha na tira de

63°C), da linha de controle do conjugado, do controle de hibridizagdo interno e das 32 sondas de

DNA seqiiéncia especificas nas tiras (55 e 63°C) de INNO-LiPA para tipificacio HLA-DRB.
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A linha de controle do conjugado das tiras INNO-LiPA deve ser alinhada com a linha
de controle do conjugado sobre o cartio plastico de leitura. Este cartio permite o
correto posicionamento das tiras e consequentemente uma leitura adequada de cada
sonda.

Checar inicialmente a positividade das linhas controle de modo a validar a leitura das
demais linhas individuais correspondentes ao conjunto de sondas utilizado.

Identificar todos os nimeros de sondas que s@o positivas para uma determinada amostra
de DNA teste nas duas tiras INNO-LiPA.

Designar o(s) alelo(s) ou grupo(s) alélico(s) presente(s) em cada amostra de DNA
através da analise do padrio de reatividade dos mesmos com o conjunto de sondas

utilizado (ver anexo I).
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5. RESULTADOS

Os resultados da tipificagdo do locus HLA-DRBI1, na populagdo de pacientes com
DMID analisados neste estudo, estdo demonstrados na tabela 1. Foi observado que a grande
maioria dos pacientes, ou seja, 23/30 sdo DRB1*04 e que dentre esses, 15 apresentam dois
alelos do grupo DRB1*04 e 8 apresentam um alelo deste grupo e outro pertencente a um dos
demais grupos alélicos. Os 2 pacientes que tém ascendéncia japonesa ( pacientes n° 10 e n°
27 ) e aquele com ascendéncia india ( paciente n° 19 ) estdo inclusos no grupo tipificado
como DRB1*04/ DRB1*04. Dez pacientes saio DRB1*03, sendo que 6 apresentam dois alelos
deste grupo ¢ 4 apresentam 1 alelo do grupo DRB1*03 e um alelo pertencente a outro grupo.

Dentre os pacientes analisados somente 3 s#o heterozigotos DRB1*03/DRB1*04.

Considerando-se a idade de manifestagdo da doenga ( tabela 1 ), temos 1 paciente com
inicio da mesma apds os 30 anos, cujo HLA ¢ DRB1*03011 e DRB1*13011. Dos 5 pacientes
com inicio do diabetes entre 15 e 30 anos, 3 sio DRB1*04 e 2 sio DRB1*03. Dentre os
pacientes que tiveram inicio antes dos 15 anos, 4 sio DRB1*03, 17 sio DRB1*04 € somente

3 sio DRB1*04/DRB1*03.

Estio descritas na tabela 2 os resultados das freqiiéncias fenotipicas, dos alelos ou
grupos alélicos HLA-DRB1*, da populagdo usada como controle e tipificada por Moraes e

Moraes em 1997.
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Comparando-se os resultados dos pacientes tipificados no presente estudo com os do
grupo controle ( Moraes ¢ Moraes, 1997 ), observamos que 76,7% dos pacientes sio
DRB1*04 e que 33,3% DRB1*03 em relagdo aos controles onde 27,2% sio DRB1*04 ¢

17,1% sdo DRB1*03 (‘tabela 3 ).

Os resultados deste estudo sugerem associagdes positivas e negativas entre determinados
grupos alélicos do gene HLA-DRB1 e DMID, algumas ja encontradas em estudos anteriores
tais como associag@o positiva com HLA-DRB1*04 e negativa com DRB1*15. No entanto,
uma andlise para averiguar a significancia estatistica das diferencas entre as freqiiéncias
alélicas do grupo de pacientes e do grupo controle ndo foi realizada devido ao numero
reduzido de pacientes tipificados e pelo fato dos controles ndo serem pareados com os

pacientes quanto a etnia.



Tabela 1. Caracteristicas dos 30 pacientes com DMID e resultados da tipificagio HLA-DRBI.

Pacientes Idade Idade Inicio do DM Locus

N° Identificagio (anos) (anos) HLA-DRBI
1 FZ 15 02 0403 0403
2 FB 18 15 1102 03011
3 AO 20 12 0403 1601
4 GS 24 08 0402 0402
5 MF 18 12 0401 0403
6 GBR 10 04 0403 03011
7 AF 44 40 03011 13011
8 MN 18 10 1101/04 0403
9 ZSC 40 18 0401 0403
10 NF 32 26 0403 0403
11 PFC 42 22 0403 0403
12 MAF 20 08 03011 03011
13 LG 16 06 03011 0401
14 TP 50 16 03011 03011
15 HN 30 10 0401 0402
16 OM 36 09 0801 0401
17 CCT 28 04 0401 0403
18 GO 13 03 1101/04 0401
19 EM 18 13 0401 0403
20 TR 13 05 03011 03011
21 MGL 40 10 0401 0403
22 AEGG 16 06 03011 03011
23 ELFN 16 07 03011 0404
24 LK 40 08 0401 0403
25 AF 21 10 0401 0402
26 RR 26 12 03011 03011
27 LRK 38 09 0403 0403
28 LCF 16 07 0403 0403
29 AA 22 05 0403 0403
30 GM 27 09 1101/04 0401




Tabela 2. Freqiiéncias Fenotipicas ( em porcentagem ) dos alelos e grupos alélicos DRB1
nos controles tipificados por Moraes e Moraes, 1997.

Alelos/ Grupos Alélicos do locus DRB1 Freqiiéncia Fenotipica ( % )
01 0,5
0101 11,6
0102 6,5
0103 1,0
15 5,0
1501 11,1
1502 1,5
1503 0,5
1601 4,0
1602 3,5
0301 6,3
03011 10,6
0302 0,5
0401 5,5
0402 4,0
0403 3,0
0404 3,5
0405 5,0
0406 0,5
0407 1,5
0408 1,0
0411 3,0
11 4,0
1101 11,1
1102 1,5
1103 2,0
1104 5,5
1201 2,0
1301 15,1
1302 11,6
1303 1,5
1305 1,0
14 0,5
1401 6,0
1402 2,0
1404 0,5
0701 28.6
08 0,5
0801 1,0
0802 0,5
0803 0,5
0804 0,5
0901 2,0

1001 4,0
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Tabela 3. Distribuigao das freqiiéncias fenotipicas ( em porcentagem de grupos alélicos do
locus DRB1 em pacientes com DMID ( tipificados neste estudo ) e em controles ( tipificados
por Moraes e Moraes, 1997 ).

Grupos Alélicos Pacientes ( n=30) Controles (n=199)
do locus DRB1 % %
01 0 19.6
15/16 ( DR2) 33 43,7

15 0 36,2

16 3,3 7,5

03 33,3 17,1

04 76,7 27,2
11/12 (DRS) 13,3 26,1

11 13,3 24,1

12 0 2,0
13/14 (DR6) 3,3 38,2

13 3,3 29,2

14 0 9,0

07 0 28.6

08 3,3 3,0

09 0 2,0

10 0 4,0
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8. DISCUSSAO

O DMID em caucasianos estd fortemente associado com HLA - DR3 ¢ HLA - DR4
(ROSSINI, 1993 ), dificultando em estudos individuais determinar a extensdo dos efeitos dos

antigenos ndo-DR3, ndo DR4 na predisposi¢éo a doenga.

O modo de heranga, se dominante, intermedidrio ou recessivo ¢ dificil de ser
determinado, devido a influéncia de fatores determinantes ambientais, de genes com
penetrancia incompleta, e também por causa de uma falta de consenso sobre o niimero dos

loci da susceptibilidade para doenga ( WASSMUTH, LERNMARK, 1989 ).

O DMID ocorre em populagdes etnicamente diferentes e ¢ idéntico a doenga que ocorre
nos caucasianos ( JENKINS et al., 1990 ), mas a associag@o com os alelos HLA pode ser um

pouco diferente, embora geralmente predomine a associagdo com HLA DR3 e/ou DR4.

Analisando populagdes diferentes podemos ter uma idéia desta variagio, e um fato que
pode simplificar a investigagdo da susceptibilidade ao DMID ¢ estudar populagdes nas quais

os marcadores para doeng¢a sejam infreqiientes.

Pelo que ja foi exposto, revendo a literatura em relagdo aos pacientes caucasianos, temos
um predominio quase que geral de DR3 e DR4, sendo que ambos DR3 e DR4 ocorrem em

aproximadamente 95% dos pacientes com DMID caucasianos em comparagdo com 45 —50%
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dos controles, estando a heterozigose DR3/DR4 presente em 35 % dos pacientes com DMID e

em 1 a 6 % dos controles ( ROSSINI, 1993; SVEJGAARD et al., 1986 ).

Nos pacientes indianos temos uma diferenca de acordo com a regido. Nos individuos
norte asiaticos ( descendéncia ariana ), temos associagdo de DR4 com DMID, embora bem
menor que nas populagdes caucasianas; mas predomina a associagio do DMID com
DR3 ( BHATIA et al, 1985; FLETCHER et al., 1988 ). Em contraste, nos individuos
do sul ( draviniana ), geneticamente diferente dos do norte, 0 DR3 e DR4 ocorrem de maneira

igual entre os pacientes diabéticos ( SERJEATSON et al., 1987; SVEJGAARD et al., 1989 ).

Nos japoneses, a presenca de DR3 € rara e ndo esta associada com DMID ( APARICIO
et al., 1988 ) e os haplotipos DR4 associados com DMID, diferem dos haplotipos DR4 dos

caucasianos no locus DRB1.

Na populacio estudada neste trabalho, dos 30 pacientes com DMID, 76,7% sido HLA
DR4 e destes 8 sdo heterozigotos apresentando um alelo do grupo DR4 e um alelo pertencente
a outro grupo DR , 7 s@o homozigotos com dois alelos idénticos do grupo DR4 e 8 sdo
heterozigotos com dois alelos diferentes do grupo DR4 . A populagdo € basicamente
caucasdide, composta por descendentes de imigrantes europeus, com exce¢io de 3 pacientes,
onde 2 deles além da ascendéncia caucasdéide tem antecedentes japoneses € um paciente
também tem ascendéncia india; mas todos os 3 sdo DR4. Neste estudo, diferindo da maioria

dos estudos em caucasoides temos uma forte predominancia do DR4, com um pouco de DR3.
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O estudo colaborativo sobre DMID no 8" Internacional Histocompatibility Workshop
em 1979-80 ( SVEJGAARD et al., 1980 ), mostrou que o DMID esta associado com DR4
em todas as popula¢des estudadas ( caucasodides, pretos e japoneses ) € com DR3 na maioria
das populagdes. Aproximadamente 90% dos caucaséides eram DR3 e/ou DR4. Neste mesmo
estudo também foi mostrado que a associagdo com HLA pode variar entre os pacientes de
acordo com a idade de inicio da doenga, sendo observado que a freqiiéncia DR3/DR4 pode ser
maior quando o inicio da doenga € antes dos 20 anos. No estudo de CALLAIT-ZUCMAN e
col. , 1992, foi descrito que pacientes com inicio da doenga apds os 15 anos de idade tem uma
porcentagem significativamente maior de gendtipo ndo DR3/ ndo DR4 e menor da

heterozigose DR3/DR4 do que aqueles cujo o inicio da doenga ¢ na infancia.

Ja o 12" Internacional Histocompatibility Workshop em 1997, confirmou o efeito
sinérgico da heterozigose DR3/DR4, ¢ mostrou que a homozigose DR3 algumas vezes
confere um risco igual ou ainda maior, provavelmente através da participagdo de outros genes
no haplotipo DR3. Também foi mostrado que os varios subtipos DR4 tem um efeito distinto
na predisposi¢do ao DMID, o qual ¢ independente do locus DQ. Os alelos DRB1*0401, 0402
e 0405 conferem predisposigdo ao DMID, mas os alelos DRB1*0403, 0404 e 0407 conferem
protegdo, mesmo quando associados ao alelo DQB1*0302 que confere susceptibilidade ao
DMID. Todavia, a protegdo dos subtipos DR4 ¢ dominante sobre a susceptibilidade. Esta
informagio deve ser justificada pela conhecida prote¢do dominante conferida pelo haplotipo
DRB1*15/DQB1*0602. Foram encontrados alelos predisponentes ndo convencionais em
pacientes n30-DR3 e ndo DR4, nomeados DRB1*07, DRB1*08, DRB1*09 ¢ DQB1*0402.
Neste mesmo estudo ficou evidenciado que a resposta dos autoanticorpos € heterogénea em

relagdo ao inicio do DMID e fenotipo HLA. Os anticorpos ICA estdo associados com o
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fenotipo DR4 e os anticorpos anti GAD estdo associados com DR3 ou subtipos protetores
DRB1*0403 e 0404. Tais diferengas podem ser explicadas com a nogdo atual de que

anticorpos GAD e IA —2 podem identificar fases e graus de progressdo da doenga diferentes.

No estudo desses 30 pacientes, 26 ( 86,7 % ) tiveram inicio da doenca antes dos 15 anos,
sendo que todos sdo DR4, DR3 ou heterozigotos para DR3/ DR4, coincidindo com os dados
da literatura. Como s6 4 ( 13,3 % ) pacientes tiveram manifestagdo da doenga apos 15 anos, e
também tem alelos DR3 e DR4, ndo houve uma diferen¢a entre os dois grupos, mas o nimero

de pacientes estudados € muito pequeno.

A complementagéo deste trabalho com o estudo do HLA- DQ permitira no futuro uma
diferenciag¢do dos haplotipos relacionados com o DMID nesta regido, podendo levar a uma

melhor compreensédo das caracteristicas imunogenéticas do DMID em nosso pais.
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8. CONCLUSAO

Os fatores genéticos conferem susceptibilidade ao processo autoimune que leva a
instalagdo do DMID. As evidéncias levam a descrigdo de genes CPH, como também de genes
ndo CPH envolvidos no processo de susceptibilidade ao DMID, embora néo seja ainda muito
claro como isso ocorre. Os genes CPH parecem determinar ou limitar a autoimunidade em um
orgdo especifico, enquanto os genes ndo CPH parecem determinar a propensio para

autoimunidade.

Atualmente existem varios centros ao redor do mundo, tentando unir esfor¢os na
tentativa de identificar os genes envolvidos. Apesar de ja estar determinado que a média de
penetrancia do gene envolvido com a susceptibilidade ao DMID mal exceda os 50%,
acredita-se que os marcadores genéticos podem mesmo assim, serem muito uteis, em

combinag@o com testes imunolégicos para melhorar a habilidade em predizer o DMID.

O desconhecido “fator ambiental” relacionado com a autoimunidade em individuos
geneticamente susceptiveis, talvez possa ser responsavel pela indug@o de mutagdo somaética.
Supde-se que tal mutagdo seja muito dificil de ser identificada, por ocorrer em um nimero
limitado de células, sendo assim, a contribui¢do genética para a patogénese do DMID se

estenderia muito além da susceptibilidade, podendo ser a verdadeira causa.

Mas, no momento, o que temos de mais relevante em relagéo a genética e DMID, sio as
evidéncias que os estudos mais recentes tem mostrado de que alguns alelos podem dar

resisténcia genética ao DMID. Tanto os haplotipos DQB1*0602 como alguns haplotipos INS



54

estdo descritos como protetores para DMID. Sendo que a molécula DQ,
DQA1*0102/DQB1*0602 confere uma protecio dominante; e alguns haplotipos INS sdo
protetores quando herdados paternalmente. Devemos lembrar que o haplotipo DR2-
DQB1*0602 apesar de conferir resisténcia ao DMID, confere susceptibilidade a esclerose
multipla, sendo assim € necessario maiores investigagdes para entendermos o mecanismo pelo

qual o DQB1*0602 ¢ o alelo INS B conferem a resisténcia ao DMID.

Apesar do trabalho atual ter pequeno nimero de pacientes, encontramos um predominio
de HAL-DR4 se compararmos com o grupo controle, diferindo dos demais estudos mundiais

em caucasianos nos quais se nota um predominio HLA-DR3.

Com o conhecimento dos genes protetores, tem-se a esperanga de que estes possam ser
usados para genoterapia ou ter seus efeitos mimetizados nos individuos de alto risco para

DMID.



Padréo de reatividade dos alelos ou grupos alélicos com as sondas do kit INNO-LIPA

para tipificagio HLA-DRB.
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