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/RESUMO - O diabetes melito do tipo 1 (DM1) é uma doenca auto-imune de carater multifatorial. Dentre os fatores genéticos envolviN
dos no seu desencadeamento, os genes do sistema de histocompatibilidade humano (HLA) sao responsaveis por 40% do componente
genético desta doenca cronica. Este trabalho analisou a freqtiéncia dos polimorfismos HLA-DQB1*0201/DQB1*0302 em pacientes dia-
béticos do tipo 1 residentes na regiao do Vale do Sinos (RS-Brasil) através da técnica da reacao em cadeia da polimerase e de sondas
especificas. Como resultado, verificou-se que a freqiiéncia destes polimorfismos era mais elevada em pacientes quando comparada
com um grupo controle, dado muito semelhante aqueles descritos na literatura. Enfim, a andlise das freqiiéncias é de extrema
importancia para o entendimento da etiologia do DM1, contribuindo assim para o diagnéstico precoce e auxiliando no controle e no
acompanhamento eficaz dos pacientes acometidos por esta patologia.

PALAVRAS-CHAVE - Diabetes Mellitus tipo 1, predisposicao genética, complexo principal de histocompatibilidade, reacao em cadeia

/

/SUMMARY - The type 1 Diabetes Mellitus (DM1) is a multifatorial autoimmune disease. The human leukocyte antigen system (HLA)\
genes are one of the genetic factors involved and it is responsible to 40% of the genetic marker of this chronic disease. This paper
analyzed the frequency of HLA-DQB1*0201/DQB1*0302 polymorphisms in type 1 diabetic Brazilian patients using the polymerase
chain reaction and specific primers. We found that the frequency of these polymorphisms was bigger in patients than in controls and
this data is very similar to those described in literature. At last, the analysis of the polymorphisms is very important to the DM]1 etiol-
ogy, thus contributing to better diagnosis and efficient control of the diabetic patients.
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INTRODUCAO

diabetes melito do tipo 1 (DM1) é uma doenca cronica

que resulta do ataque auto-imune érgao-especifico.
Quando os linfécitos T auto-reativos destroem as células
beta pancreéticas, ocorre a absoluta deficiéncia da produ-
cao de insulina. Os principais auto-anticorpos encontrados
no soro dos pacientes sao: antiinsulina (IAA), antiilhota
pancredtica (ICA), anti-descarboxilase do acido glutamico
(anti-GAD) e anti-tirosina fosfatase (IA2). Os primeiros sin-
tomas percebidos pelos diabéticos, como polifagia, polita-
ria, perda de peso e cetoacidose, ocorrem quando as
Ihotas de Langherans ja perderam 80% da sua atividade.
Em longo prazo, a hiperglicemia ocasiona complicacoes
microvasculares comprometendo principalmente os rins, a
retina e os sistemas nervoso e circulatério (20, 12, 3).
No mundo estima-se que haja 18 milhoes de portadores de
DM1 atualmente, sendo que 60.000 casos novos sao diag-
nosticados ao ano (1). Dentre a populacgao brasileira, acre-
dita-se que 500 mil pessoas sao acometidas pelo DM1 (19).
J& no Rio Grande do Sul (RS) existem cerca de 15 mil indi-
viduos atingidos pela doenca e destes, 800 encontram-se
na regiao do Vale do Sinos (5).
O RS foi colonizado por diferentes etnias, como alemaes,
italianos, portugueses espanhéis entre outros. Sendo assim,
a populacao nesta regido é de origem caucasiana (13).
A reacao auto-imune no DM1 é decorrente de uma associa-
cao entre fatores ambientais e genéticos. As infeccodes virais,
o0 estresse psicologico e a alimentagao sao exemplos de como
o ambiente contribui no desencadeamento do processo infla-
matorio contra as células beta do pancreas. Cerca de 64%
dos pacientes diabéticos do tipo 1 possuem anticorpos contra

A associacao entre os genes do sistema de histocompatibi-
lidade humano (HLA), localizado na regido cromossémica
6p21, e o DM1 tem sido exaustivamente estudada, repre-
sentando cerca de 40% do componente genético desta
doenca (2). Porém o exato mecanismo que dispara a casca-
ta de eventos que provoca a caréncia da producdo de insu-
lina ainda néo esta bem estabelecido. Os genes do HLA de
classe II (loci DR, DP e DQ) codificam moléculas presentes
na superficie das células que atuam na resposta imune.
Conseqiientemente, sao os marcadores genéticos de doen-
cas endocrinas auto-imunes mais estudados (1, 2). Aly e
cols. (3) demonstraram que a presenca de um acido aspar-
tico (Asp) na posicao 57 da cadeia beta da proteina, deter-
minada pelo polimorfismo HLA-DQB1*0602, seria um fator
protetor quanto ao desenvolvimento de DM1. Por outro
lado, as variantes non-Asp-57, como HLA-DQB1*0201 e
DQB1*0302, sao considerados alelos de susceptibilidade
por estarem associados a predisposicao do DM1.

Em caucasianos, os haplétipos DR3/DQB1*0201 e
DR4/DQB1*0302 estao presentes em 90% dos pacientes
diabéticos do tipo 1, porém a freqiiéncia destes polimorfis-
mos varia conforme a regidao geogréfica da populacéao estu-
dada (12). Trabalhos realizados na Europa, Estados Unidos
e China encontraram valores que variam entre 47-85%
para DQB1*0201 e de 6-90% para o alelo DQB1*0302 em
pacientes diabéticos do tipo 1 (8, 15). No Estado de Sao
Paulo (Brasil), Volpini e cols. (23) observaram que os indi-
viduos que apresentavam o polimorfismo DQB1*0201
tinham 2,3 mais chance de desenvolver o DM1 e aqueles
que possuiam o alelo DQB1*0302 o risco aumentava 4,9
vezes. Fernandes e cols. (10) também verificaram que o
risco relativo do desenvolvimento desta patologia era ele-

os virus da coxsackie B4, herpes, rubéola ou caxumba (21). vado na presenca dos alelos DQB1°0201 (4,45) e
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DQB170302 (4,49). Estudos brasileiros que relacionam a
freqiiéncia destes polimorfismos sado raros, como o de
Bompeixe (4), em Curitiba, que verificou que pacientes
portadores de DM1 tinham freqiiéncias de 13% e 22% para
os alelos DQB170201/DQB1*0302, respectivamente.

A etiologia do DM1 podera ser melhor elucidada através
da investigacao de genes de susceptibilidade para esta
doenca. Os alelos que apresentam maior freqiiéncia em
uma determinada populacao podem contribuir para a com-
preensao dos fatores que influenciam o aparecimento das
doencas. Assim, o objetivo deste trabalho foi verificar as
freqiiéncias dos polimorfismos DQB1*0201/DQB1*0302 em
portadores de DM1 e em individuos com niveis normais de
glicose (17) e sem antecedentes familiares de diabetes
melito (tipo 1 ou 2), residentes na regiao do Vale do Sinos
(RS-Brasil), e a sua possivel correlagdo com o desenvolvi-
mento desta patologia.

MATERIAL E METODOS

Amostra

A amostra foi composta por 82 voluntdrios caucasianos (28
homens e 54 mulheres), residentes na regiao do Vale do
Sinos (RS- Brasil), com idade entre 18-57 anos, sendo 36
portadores de DM1 previamente diagnosticados e com anti-
GAD positivo e 46 individuos com niveis normais de glico-
se e sem antecedentes familiares de diabetes melito (tipo 1
ou 2), segundo os critérios da Organizacdo Mundial de
Saude (17). O grupo controle apresentou média de idade
similar e distribuicdo entre géneros equivalente ao grupo
de pacientes portadores de DM1. Os voluntdrios foram sele-
cionados junto ao Laboratério de Biomedicina do Centro
Universitario Feevale, a partir de um questiondrio de tria-
gem. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Centro Universitario Feevale no dia 23/11/2007
sob o n° 2.02.03.07.801 e, em seguida, foi autorizado pelos
participantes através da assinatura de um termo de consen-
timento livre e esclarecido. Este estudo foi desenvolvido
durante o periodo de julho de 2007 a junho de 2008.

Tipagem de DNA

As amostras foram centrifugadas para separar o plasma da
camada de leucécitos e o acido desoxirribonucléico (DNA)
foi extraido pela técnica de salting-out (14). Para a tipifica-
cao dos alelos DQB1*0201/DQB1*0302 foi utilizada a téc-
nica da reacao em cadeia da DNA polimerase (PCR). Para
a amplificacao foi usada uma reacao de volume final de 50
pL, contendo os seguintes reagentes: agua (DNA e RNA
free), tampao (10 mM tris, 50 mM de KCI), 50 mM de
MgCl2, 200 mM de dNTP, 2,5 U de Taqg DNA polimerase
(Invitrogen™) e 15 pmol/pL de cada um de primers sense e
anti-sense (F: 5'-GATTTCGTGTACCA GTTTAAGG-3' e R:
5-CTCGTAGTTGTGTCTGGACAC-3"). A amplificacao
foi realizada durante 30 ciclos de 94°C por 3 minutos, 94°C
por 1 minuto, 60°C por 1 minuto 72°C por 2 minutos e de
extensao final a 72°C por 5 minutos (18). Os produtos
amplificados foram identificados por eletroforese em gel de
agarose a 1%, corados com 3 pL solucao de brometo de eti-
dio e visualizadas ap6s exposicdo a luz ultravioleta, através
de um transluminador. Os produtos de PCR gerados pos-
sulam 237pb, os quais foram identificados a partir da posi-
cao e do tamanho das bandas visualizadas comparando-se
com um marcador de peso molecular de 100pb.
Hibridizacao com Sondas

Microplacas (Amino Link) foram sensibilizadas com sondas
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aminadas especificas (DQB1*0201: 5-GCTGGGGCTGCCTG-
3" e DQB1*0302: 5-GGCCGCCTG CCGCCGAG-3)) as quais
ficaram a 4°C por 24h. Os produtos amplificados foram desna-
turados a 100°C por 5 minutos e, em seguida, 10 pL. de cada
amostra foi aplicado nas microplacas para permitir a ligacao do
DNA. Posteriormente, as microplacas foram incubadas no forno
de hibridizacao a 50°C por 1 hora. As microplacas foram sub-
metidas a quatro etapas de lavagem e a adi¢ao do conjugado
de estreptavidina peroxidase e de tetrametil benzidina (TMB).
Ap6s 20 minutos, foi adicionado 100pL de &cido sulftrico a
0,1M. Para determinar a curva de calibracao dos produtos de
hibridizacao, as microplacas foram lidas em leitora de enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) no comprimento de onda
450nm com refiltro no comprimento de onda de 620nm (18).

Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada pelo pacote estatistico
SPSS v.13.0. Foram realizadas andlises de freqiiéncias dos
dados qualitativos, bem como aplicacao do chi quadrado (x?)
para detectar diferencas significativas. O valor de p menor
que 0,05 foi considerado estatisticamente significante.

RESULTADOS

Individuos portadores de DM1 tiveram uma freqiiéncia de
44,4 % para o alelo DQB1*0201 e de 52,7% para o alelo
DQB1*0302. J4 os individuos com niveis normais de glico-
se e sem antecedentes familiares de diabetes melito (tipo 1
ou 2) apresentaram uma freqiiéncia de 34,8 % para o alelo
DQB170201 e de 36,9% para o alelo DQB1*0302. Nao foi
encontrada uma diferenca significativa entre as freqiién-
cias dos polimorfismos DQB1*0201/DQB1*0302 do grupo
de diabéticos e do grupo controle (Tabela 1).

Dentre o grupo de pacientes, 44,4% apresentavam ambos
0s DQB1*0201-DQB1*0302, ou seja, 100% os portadores do
alelo DQB1*0201 também possuiam o alelo DQB1*0302.
Por outro lado, 32,6% do grupo controle possuia os dois
alelos concomitantemente (Tabela 2). Também foi verifica-
do que 43,8% dos pacientes que possuiam os dois alelos
apresentavam a doenca ha mais de 10 anos.

TABELA |
Freqiiéncia de portadores dos alelos HLA-DQB1 em
pacientes portadores de DM1 e grupo controle.

Alelos DQB1 Pacientes (%) Controle (%) Valor p**
(N = 36) (N = 46)
*0201 44.4 34,8 0,49
*0302 52,8 37,0 0,18

**\/alor p calculado a partir do teste do chi quadrado (x2).

TABELA I
Freqiiéncia da combinacao alélica dos alelos
DQB1*0201-DQB1*0302 em pacientes portadores de
DM1 e grupo controle.

Combinacao Pacientes (%) Controle (%) Valor p **
(N = 36) (N = 46)
*0201 -*0302 44,4 32,6 0,35
QOutros*** 52,8 67,4

** Valor p calculado a partir do teste do chi quadrado (x2).
*** Qutros significa qualquer haplétipo excluindo DQB1*0201 -*0302.
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DISCUSSAO

A etiologia do DM1 estd bem estabelecida, porém o mecanis-
mo que desencadeia a reacao auto-imune ainda nao foi eluci-
dado. Além disso, a prevaléncia de DM 1 nao diagnosticada
continua sendo muito alta apesar das variadas campanhas de
prevencao. Assim, é importante identificar individuos susceti-
veis antes do aparecimento das complica¢oes cronicas (7).

A associacao entre os genes do HLA de classe II e a predis-
posicao para o desenvolvimento de doencas auto-imunes
tem sido extensivamente estudada. Estes genes sao alta-
mente polimoérficos, ou seja, populacoes distintas irdo apre-
sentar freqliéncias alélicas diferentes (9). Alguns polimorfis-
mos parecem estar correlacionados com uma maior predis-
posicao genética de desenvolver o DM 1. O Brasil é um pais
que possui uma miscigenacao bastante marcante, porém a
populacao do estado do Rio Grande do Sul caracteriza-se
por uma origem basicamente caucasoéide (13). Em um estu-
do brasileiro com individuos caucaséides, observou-se que
cerca de 90% dos pacientes portadores de DM 1 apresentam
os alelos DQB1*0101-DQB1*0201-DQB1*0302 (11).

O presente estudo revelou uma freqiiéncia de 44,4 % para
o alelo DQB1*0201 e de 52,7% para o alelo DQB1*0302 em
individuos portadores de DM1. Bompeixe (4), em Curitiba
(PR-Brasil), verificou que pacientes portadores de DM 1
tinham freqtiéncias de 13% e 22% para os alelos
DQB1*0201/DQB170302, respectivamente. Contudo fre-
qiéncias similares ao nosso estudo foram encontradas em
um trabalho realizado por Mimbacas e cols (15) que anali-
saram os polimorfismos do gene HLA-DQB1 em 72 pacien-
tes com DM 1 em Montevidéu (Uruguai), onde 47% deles
possuiam o alelo DQB1°0201 e 35% o alelo DQB1*0302.
Em adicao, Deja e cols (6), em Katowice (Polonia), observa-
ram que dentre os pacientes diabéticos do tipo 1 (n=44),
37% tinham o alelo DQB1*0201 e 33% o alelo DQB1*0302.
Cabe ressaltar que estas populacoes sao principalmente
formadas por individuos caucasoéides.

As frequiéncias dos pacientes com DM1 e do grupo contro-
le encontradas neste trabalho nao sao diferentes significa-
tivamente. Em Ribeirao Preto (SP-Brasil), Nahas (16) tam-
bém nao observou uma diferenca significativa entre os
pacientes portadores de DM 1 e o grupo controle para as
freqiiéncias dos alelos DQB1*0201/DQB1*0302. Porém,
Bompeixe (4), em Curitiba (PR-Brasil), notou que os
pacientes e os individuos do grupo controle apresentavam
freqiiéncias estatisticamente diferentes (p<0,01). Contudo,
verificamos que as freqiiéncias dos pacientes e do grupo
controle sao diferentes ainda que nao tenham apresentado
uma significancia estatistica. Talvez, o nimero amostral
tenha influenciado neste resultado, nao permitindo a
deteccdo de uma real diferenca entre as frequiéncias.
Assim, futuras pesquisas nesta populacao que analisem um
maior nimero de individuos podem gerar dados mais con-
clusivos. Além disso, a avaliacdo da frequiéncia alélica do
gene DQB1 em diferentes regidoes geograficas do pais
podera contribuir para o melhor entendimento dos fatores
genéticos envolvidos no desenvolvimento do DM1.

CONCLUSOES

A pesquisa de novas técnicas para o diagnoéstico precoce,
juntamente com a determinacao dos fatores de risco sao
imprescindiveis para a evolucao das ciéncias médicas, pois
quando se conhece a causa da patologia o controle pode
ser realizado com maior eficacia. As complica¢coes do DM
estdo intimamente associadas ao desenvolvimento de
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doencas cardiovasculares, aumentando a morbidade da
populacdo mundial. Desta forma, profissionais da area da
saude capacitados e atualizados podem trabalhar em con-
junto a fim de realizar o diagnéstico precoce, minimizando
a morbidade destes pacientes e contribuindo assim para a
reducao dos custos do sistema de satide publico (22).
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