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Influéncia de polimorfismos de genes HLA na susbéjatade ao dengue no sul

do Brasil

RESUMO
Dengue é a doenca viral de maior preocupacao tradampor vetores artropodes.
Anualmente, existe uma estimativa de 50 - 100 redhde casos de dengue no mundo. Além
de fatores ambientais, os fatores genéticos pardeenmportancia na manifestacdo da
doenca, pois mesmo em areas endémicas somente emo@np propor¢cdo de pessoas
desenvolve a forma mais grave. Polimorfismos deega@e resposta imune poderiam estar
associados com o desenvolvimento de casos de dergusoposta deste estudo foi
determinar as frequéncias dos alelos: HLA-A, B, MRB1, DQAl1 e DQB1, de uma
populacdo com dengue confirmada por sorologiauntepopulacdo com sintomas, mas com
sorologia negativa, da regido Sul do Brasil. A carapdo das frequéncias de alelos HLA
entre estas populacdes, através da genotipagemSBSCRbaseada na tecnologia Luminex,
permitiu determinar associacdo de genes HLA conptegio e susceptibilidade ao dengue
em nossa regido. Houve associacao negativa das alitlA-A*31 e A*69, dos haplétipos
A*31-B*40, B*40-Cw*03, B*58-Cw*07 e DQA1*02-DQB1*03e do gendtipo homozigoto
DQB1*0402. O alelo HLA-A*66 foi mais freqiente emagientes que em controles, atuando
como gene de susceptibilidade a doenca. Para los &leA-A*31 e A*66, os valores d
tornaram-se ndo significativos apds a correcdo dafdBroni. Portanto, alguns fatores
genéticos HLA foram associados com o dengue clssiorotipo 3, na populacdo sul

brasileira.

Palavras-chave:Dengue, HLA, Polimorfismo genético



Influence of HLA gene polymorphisms on susceptpito dengue in the South
of Brazil

ABSTRACT
Dengue fever is a viral disease of most concertovedransmitted by arthropods. Each year
there is an estimated 50 to 100 million cases afgde fever in the world. Besides
environmental factors, genetic factors seem imporia the manifestation of the disease,
even in endemic areas because only a small propastipeople develop a more severe form.
Immune response gene polymorphisms could be assdaiath the development of dengue
cases. The purpose of this study was to deternmieealiele frequencies: HLA-A, B, Cw,
DRB1, DQAl1 and DQB1, in a population with dengueoksyy and confirmed by a
population with symptoms but with negative seroldgym Southern Brazil. A comparison of
the frequencies of HLA alleles between these pdjouls, by PCR-SSO genotyping based on
Luminex technology, allowed determining associat@nHLA genes with protection and
susceptibility to dengue in our region. There wagative association between HLA-A*31,
A*69,  A*31-B*40, B*40-Cw*03, B*58-Cw*07, DQA1*02-D@1*03  and
DQB1*0402/*0402, and dengue. HLA-A*66 was more freqt in patients than in controls,
acting as a susceptibility gene for the disease.HIoA-A*31 and A*66, the values oP
became not significant after Bonferroni’s correctidhus, some HLA genetic factors were
associated with classic dengue, serotype 3, infgouBrazilian population.

Keywords: Dengue fever, HLA, genetic polymorphisms
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CAPITULO |

HISTORICO

Dengue é a doenca viral transmitida por vetores@otes e, atualmente, € considerada
um dos principais problemas de salude publica nadmul\nualmente, existe uma estimativa
de 50-100 milhdes de casos de dengue e 250.000.@080de dengue hemorragico em mais
de 100 paises, de todos os continentes, excetaapd&Drganizacdo Mundial da Saude
1997). Infeccdes pelo virus do dengue representam significante causa de morbidade e
mortalidade em muitas areas do mundo, incluindsia Ao sul e Américas central e do sul.
Cerca de 550.000 doentes necessitam de hospitaiza20.000 morrem em consequéncia do
dengue (Maringa, 2007).

ETIOLOGIA

O virus do dengue é membro da famfiaviviridae, subgénerdStegomyagénero
Flavivirus e seu material genético € composto por uma fitgplsis de 11kb de RNA de
polaridade positiva (arbovirus do grupo B) (Veranésccacia, 1996; Uboét al, 2008).
Atualmente, se conhecem quatro sorotipos do VDES 1, 2, 3 e 4, 0os quais sao fortemente
relacionados antigenicamente. A comparagcao entse@séncias gendmicas dos diferentes
sorotipos revelam em torno de 67 a 75% de homolugisequéncia de aminoacidos (Zehg
al., 1996).

O isolamento do virus do dengue sO ocorreu na dédadquarenta, em 1943, por
Kimura, e, em 1944, por Hotta, sendo a cepa deramtairMoshizuki. Em 1945, Sabin e
Schlesinger isolaram a cepa Havai, sendo que $abmesmo ano havia isolado outro virus
em Nova Guiné, observando que as cepas tinhamtedsticas diferentes, por isso passou-se
a considerar que havia sorotipos do mesmo virugdiraet al, 1999).

As primeiras cepas foram denominadas de sorotpasdlisoladas de Nova Guiné foram
consideradas de sorotipo 2. Em 1956, foram isolasosorotipos 3 e 4 na epidemia de
dengue hemorrégico ocorrida no Sudeste Asiatiquarir destas descobertas foi considerado

que o complexo virus do dengue € formado por quadrotipos antigenicamente distintos
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(Teixeiraet al, 1999).

No Brasil, circulam os sorotipos 1, 2 e 3. Em 1984, sorotipos 1 e 4 foram 0s
primeiros a serem isolados em uma epidemia oconidmunicipio de Boa Vista, Roraima.
Posteriormente, entre 1986 e 1987, o sorotipo &divo Sudeste (Rio de Janeiro e Minas
Gerais) e Nordeste (Alagoas, Ceara, Pernambuchie)B&€amarat al, 2007). Entre 1990 e
1991 foi isolado o sorotipo 2, e o tipo 3 esta @nés desde dezembro de 2000, isolado em
janeiro de 2001, no Rio de Janeiro (S&o Paulo, 2@0ihfeccao por um tipo de virus prové
imunidade ao longo da vida para aquele virus, riagara 0s outros.

Atualmente, os sorotipos 1, 2 e 3 circulam em 24des brasileiros, contribuindo assim
para a incidéncia das formas mais graves da do@egague hemorragico e sindrome do
choque do dengue), nos municipios onde sao regdgstrapidemias sequienciais por pelo
menos dois sorotipos diferentes, embora a virudéde cepa epidémica possa ser muitas

vezes o determinante principal do dengue hemowd@émaraet al, 2007).

EPIDEMIOLOGIA E TRANSMISSAO

Em 1906, as primeiras evidéncias do ciclo de trassin do dengue foram descritas por
Bancroft que levantou a hipétese de queedes aegyppodia ser considerado transmissor da
doenca. Agramonte e outros pesquisadores confirmes#a teoria (Teixeiret al, 1999).

Esta espécie de mosquito é originaria da Africasabéiriana, onde se adaptou e se
domesticou em ambiente criado pelo homem, tornaed@ntropofilico e suas larvas
encontradas em depositos artificiais. Estas cafatitais fizeram com que estes mosquitos se
tornassem abundantes nos centros urbanos e lefsailosente para outras areas através dos
meios de transporte, o que aumentou a habilidadse dernar infectado, replicar o virus e
transmiti-lo (Dye, 1992).

Por um longo periodo de tempo, o dengue foi corsilbe uma doenca de pequena
importancia. Porém, ap6s a Segunda Guerra Murglial,de certa forma contribuiu para a
circulacdo de varios sorotipos em uma mesma agdfeca, foram relatados surtos de febre
hemorragica severa, que posteriormente seria fa@aa como uma forma de manifestacéao
do dengue (Martinez-Torres, 1990).

A maioria dos paises da Asia sofreu as conseqigrdaaepidemia e o dengue
hemorragico se tornou o principal problema de said#ica nestes paises (Rigau-Pésez
al., 1998). Estudos retrospectivos confirmaram qéeraa hemorragica ja ocorria ha muito

tempo, pois em 1928 foi identificado na Grécia wmcsde dengue hemorragico severo e que
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levou muitas pessoas ao Obito. A investigacdo dessde sobreviventes constatou a
existéncia dos sorotipos 1 e 2 (Halstead; Papal@udEd80).

Nas regides das Américas, por meio de um prograsnadenado pel@®rganizacao
Panamericana de Saudentre 1950 e 1960, Aedes aegyptioi considerado erradicado.
Contudo, ap6s os anos 70, novas infesta¢cdes caoren nimero de paises com epidemias
de dengue foi aumentando desde 1980 e 1990, coms ngwotipos sendo introduzidos
(Pinheiro, 1996).

Depois disso, ocorreram epidemias na Coldombia,oPRito e Saint Thomas com o
isolamento dos virus 2 e 3. Em 1977, o sorotipoi identificado na Jamaica, llhas do Caribe
e América Tropical. Na década de 80, foi isoladeiras do tipo 4 e 0s paises que mais
apresentaram casos registrados foram: Brasil, Go&nGuatemala, Honduras, México,
Nicaragua, Paraguai, Porto Rico e Venezuela (Rioh£996).

A epidemia mais relevante que ocorreu no contineamtericano foi registrada em 1981
em Cuba, onde foram observados casos de denguerhgioo e sindrome de choque do
dengue. Ao todo, foram notificados 344.203 casos) £16.143 internacdes. Entre os 10.312
casos considerados graves, 158 resultaram em dbgoquais 101 destes eram criancas
(Kouri et al, 1986).

No Brasil, as primeiras referéncias na literatugaite de casos de dengue sédo de 1916
em Sao Paulo e 1923 em Niterdi. Neste ultimo ano,navio francés com casos suspeitos
aportou em Salvador, Bahia, mas ndo houve regisassa regido (Soares, 1928).

A primeira epidemia com confirmacao laboratoriabmeu em 1982 na cidade de Boa
Vista, Roraima, com 11 mil casos registrados eotamsento dos sorotipos 1 e 4 (Osanai,
1984). Outros registros s6 ocorreram depois deocamos, no Rio de Janeiro. A partir dai, a
virose se disseminou para diversas cidades do ®itadeiro, Alagoas, Ceara, Pernambuco,
Séo Paulo, Bahia e Minas Gerais (Teixeiral, 1999).

Em 1990, houve aumento da circulagdo do sorotip@ Introdugéo do tipo 2 no Rio de
Janeiro. Nesse periodo, foram registrados os poseasos de dengue hemorragico no pais
com 462 confirmacdes e 8 Obitos (Teixestaal, 1999). A partir dai, o virus se disseminou
por todo o territério brasileiro, com casos em &ds estados.

Em 2007, um dos estados com maior numero de casdgmados foi o Parana.
Foram, aproximadamente, 50.028 casos notificad@5.898 casos confirmados. Um dos
municipios mais afetados foi o de Maringa, com a&ate 5.700 casos confirmados, sendo
considerado o 8° em maior taxa de incidéncia dguwkeno pais (Parana, 2008).

Este ano, o estado mais afetado foi 0 Rio de Jarmile registrou a maior epidemia de
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dengue nos ultimos 22 anos. Segundo a Secretaaduas de Saude do Rio de Janeiro, até
abril de 2008, foram registrados 110.783 casosircoafios e 92 obitos (Figura 1) (Brasil,
2007; Folha on line, 2008).

Incidéncia/ 100.000 hab.

1 Menor que 100,0 (Baixa)
[ 100.0 a 300.0 (M&dia)
B Maior que 300,0 (Alta)

Figura 1: Distribuicdo dos estados por areas deéncia do virus do dengue, Brasil,
2007.

O virus do dengue € mantido em um ciclo de trarsfnisirbana em &reas tropicais e
subtropicais pelo mosquitd\edes aegyptiuma espécie fortemente relacionada com a
habitacdo humana, mas, podem ser transmitidos Asdies albopictuge Aedes scutellaris
(Veronesiet al, 1996). A progressdo do dengue depende de cawdigoldgicas e socio-
ambientais que proporcionem a dispersao do vetarorrole do dengue requer o esforco
conjunto de toda a sociedade, uma vez que a caplecik adaptacdo dedes aegypto
ambiente é extraordinaria (Camara, 2007).

A sazonalidade das infec¢des pelo virus do dendpeeréevidente no Brasil na maioria
dos estados. A incidéncia se eleva nos primeircsesnédo ano, alcancando magnitude de
marco a maio, seguida de brusca reducado a parjunt®. Esse padréo de clima que nem
sempre € observado em outros paises tem sido iaadu para o crescimento no nimero de
Aedes aegyptiem razdo do aumento da temperatura e umidadestregljazs em grandes
extensdes do pais nos periodos de verao e outen@ifbet al, 1999).

O problema diz respeito ao meio ambiente urbanpulpgéo e autoridades, ndo apenas
da area de salude. E necessario envolver o setwbaeismo das prefeituras de forma a evitar
edificacbes com arquitetura que permitam possiceisdouros, alertar a populacdo e
fiscalizar construgcdes que séo grandes geradoresadi®uros, com entulhos e recipientes; e,
exigir boa drenagem de superficies impermeabilg@danna, 2003).
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PATOGENIA E RESPOSTA IMUNE

O virus do dengue é composto por 3 proteinas estist C, M e E, e sete proteinas nao
estruturais (NS): NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, N84NS5. As proteinas NS estdo
envolvidas primariamente com a replicacédo do vilei®RNA devido ao fato de fazerem parte
do complexo de replicacéo (Kapaaral, 1995).

A proteina NS1 possui atividade de maturacéo eiralencontrada na superficie, ligada
a membrana da célula infectada, sendo também aedarktremente. Anticorpos contra NS1
atuam como mediadores de fendbmenos de citotoxieigant linfécitos, através de seus
receptores para a porcéo Fc das imunoglobulingsiéifedo, 1999).

A proteina NS3 que se apresenta em contato conpexfiue celular ou é secretada
livremente, possui capacidade imunogénica e seteas por ser uma enzima bifuncional
nucleotidea trifosfatase/helicase viral (Barbos@96). A presenca de NS3 estimula a
destruicdo de células infectadas por linfécitos itbt@xicos. A NS5 esta relacionada a
atividade RNA polimerase, a proteina E representgriocipal antigeno capaz da
neutralizagdo de anticorpos e o restante das pastdiS ainda ndo tem suas atividades
totalmente elucidadas (Navarro-Sancéeal, 2005).

Apoés a entrada do virus do dengue no organisma, edda do mosquito, este faz a
sua primeira replicacdo em linfonodos regionais,cétulas musculares estriadas, lisas e em
fibroblastos (Figura 2). Posteriormente, ele produrzmia e se dissemina por todo o
organismo, ficando livre no plasma ou no interier dondécitos/macrofagos e linfocitos B
(Navarro-Sancheet al, 2005)
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Figura 2. Transmisséao do virus do dengue, pela picada dquiios

Acredita-se que existam duas formas opostas destspnune ao dengue. A primeira
previne a infeccdo e propicia a recuperacdo doviddd. A segunda relaciona-se a
imunopatologia do dengue hemorragico (Navarro-Sanehal, 2005)

A infeccdo pelo virus do dengue esta inicialmengada a fatores do sistema
complemento e receptores celulares. Acredita-seaqrgrada do virus nas células ocorra por
um receptor mediador de endocitose e, com a mudanfarmacional da glicoproteina E,

leva a fuséo entre virus e membrana do endossom@(id-Sancheet al, 2005)
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A replicacdo viral esta relacionada com estrut@@smembrana presentes na porcao
citoplasmatica das células infectadas. O primeiesp, para o Flavavirus é o local de
associacdo das membranas do reticulo endoplasniidaearro-Sancheet al, 2005)

O virus é inicialmente montado como sendo umaquéatimatura que contém proteina
M ndo covalente ligada com o complexo heterodiméHEc Estes virus sao transportados
através da membrana em vesiculas e sao liberadosxpoitose (Navarro-Sanchet al,
2005)

Depois da morfogénese viral, a glicoproteina M étgmliticamente processada por
proteases no momento da exocitose na regiao tralgg;Gesultando em uma proteina de
membrana M (prM). A protedlise de prM leva a foré@agle homodimeros E antes da sua
liberacdo da célula (Navarro-Sancle¢al, 2005).

A estrutura tridimensional da proteina E consigeauch complexo dimérico com duas
subunidades iguais e é subdividida em trés regidtistas: |, regido central da molécula que
é formada por um radical amino terminal; I, guatém a maior parte das regidées de contato
com o dimero; e lll, que contém a regido C termmdkem relacdo com a viruléncia de
determinadas cepas virais (Chamlegral, 1990, Chamberst al, 1997).

A resposta imunoldgica que ocorre com a introdw@®irus no organismo humano é
considerada muito vigorosa. Anticorpos, principalteeos que se ligam aos epitopos da
proteina E, promovem lise do envelope ou bloqueicselus receptores com consequente
neutralizacéao viral (Figueiredo, 1999).

A resposta imune celular citotdxica por linfociibg descrita sob estimulo das proteinas
NS1, NS3 e E dos virus do dengue (Chambesad, 1990; Henchaét al, 1998). Linfécitos T
CD4 produzem IFN-gama, IL-2 e o fator estimuladar cdolbnias de macréfagos e
granuldcitos que atuam na resposta imune eliminar@islas infectadas com o virus do
dengue que possuem receptores HLA de classe fydiios T CD8 lisam células infectadas
pelo virus expressando receptores HLA de classBoitanto, as células T participam
ativamente na resposta imune reduzindo o numeraéiidas infectadas com o virus
(Figueiredo, 1999).

No caso de uma re-infec¢do, anticorpos preexisemeem ndo neutralizar sorotipos
diferentes do virus. Paradoxalmente, podem atéiicapla infeccdo, facilitando a entrada do
virus em mondcitos/macrofagos por meio de receptdfe, levando individuos ao
desenvolvimento do dengue hemorragico e/ou sindmonehoque do dengue (DHF/DSS)
(Halstead; O’'Rourke, 1977; Cardosa, 1987).

Uma importante diferenca entre dengue classiconguie hemorrgico é a alta carga
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viral e altos niveis de antigenos virais circulangéen pacientes com dengue hemorragico
(Libraty et al, 2002).

Infeccbes sequenciais de dengue foram muito bemidies como importantes fatores
de risco para DHF/DSS (Sangkawilgtaal, 1984). Em epidemias que ocorreram no Sudeste
Asidtico e llhas do oceano Pacifico, observou-s gacientes com sintomas de DHF/DSS
sofreram com maior frequéncia, infec¢do inicial dengue tipo 1, 3 ou 4, seguida, apos
intervalo de 1 a 5 anos, de infec¢do do virus 2ipNo ano de 1981, na epidemia de dengue
hemorragico ocorrida em Cuba, foi isolado o somfipde pacientes, quatro anos depois de
uma epidemia pelo tipo 1 (Kowet al, 1986).

Mondcitos/macréfagos parecem ser os alvos priiciga virus do dengue, contudo
alguns estudos mostraram que a replicacdo do pes ocorrer em linfécitos B (Kingt al.,
1999; Linet al, 2002). Ambos sdo potenciais alvos para o cornopl@xis-Ac ja que possuem
receptores para Fc. Os mondcitos/macrofagos asvadldisados liberam proteases ativadoras
do sistema complemento, causadoras de lise celalaoque (Monath, 1986).

A resposta humoral, produzida por plasmécitos dira da ativacdo de linfocitos B €
bastante forte. Os anticorpos IgM especificos stecthveis a partir do quarto dia, apos o
inicio dos sintomas, atingindo niveis mais elevados torno do sétimo ou oitavo dia e
declinando lentamente, passando a ndo serem ntaigtatis apds o periodo de trés meses
(Figueiredo, 1999).

As IgGs especificas sado observadas, em niveis fax@artir do quarto dia apds o
inicio dos sintomas, tém um aumento gradual, aishgivalores elevados apés duas semanas
e podem ser detectadas por varios anos, confeimdaidade contra o tipo infectante,
provavelmente por toda a vida (Figueiredo, 1989).

Além disso, fatores genéticos indicam ter imporigma manifestacdo da doenca, pois
mesmo em areas endémicas somente uma pequenacamperpessoas desenvolve a forma
mais grave do dengue. A maioria dos estudos enwusdvgenes reguladores de citocinas e
agueles do sistema HLA (Figueiredo, 1989)

Polimorfismos em genes reguladores de citocinagmpager responsaveis por variacdes
na producdo desta citocinas pelo individuo (Meenetglal, 2002; Wilsonet al, 1997;
Pravicaet al, 1999; Fishmamt al, 1998; Turneet al, 1997; Awadet al, 1998). Portanto,
podem estar associados a diferencas no padrdosgesta dos linfocitos TH1 e TH2
apresentado durante uma doenca infecciosa. EsteSegapodem determinar se o individuo
vai desenvolver os sintomas clinicos da doencaabuesenvolver a doenca de uma forma

mais grave ou nao. (Turnetral, 1997).
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A presenca de certos alelos em regides reguladergenes de citocinas foi associada
ao curso de infeccoes virais (Ribegbal, 2007) e micobacterianas (Francesthal, 2009),
cujos agentes etiologicos sdo parasito-intracelslabrigatorios. Fernandez-Mesee al.
(2004) sugeriram a presenca do alelo -308 A pagan@ TNF como possivel fator de risco
para manifestacbes hemorragicas em pacientes cogueleNosso grupo, recentemente,
mostrou que o gendtifh6™"“GC se apresentou como um marcador de resisténdergpie
classico numa populacdo do Norte do Parana (Mogemb, 2008).

A importancia do sistema HLA na susceptibilidaded@ncas também é bastante
conhecida. Eles participam efetivamente da resposiae promovendo a interagao entre os
epitopos de um dado patdgeno e o repertério ddaséll do hospedeiro. Desta forma,
dependendo do HLA do individuo, este pode respomiderforma diferente ao mesmo

antigeno.

A resposta imune mediada por linfocitos T C®4ACD8 esta diretamente ligada ao
reconhecimento e apresentacdo de antigenos proprésentes na superficie das células por
moléculas do Complexo Principal de Histocompatibitie (CPH) de classe | e Il. Estas
moléculas nada mais sdo do que receptores expneasogioria das ceélulas, capazes de se
ligar a peptideos proprios ou ndo proprios do asyam e apresenta-los a linfécitos T através
de receptores (TCR, do ingléE,cell receptoy, podendo assim dar inicio a uma resposta
imunoldgica, caso esse peptideo seja reconhecido estranho (Maffedt al, 1997).

O CPH humano so foi descoberto na década de 50n@orde estudos sorolégicos em
pacientes politransfundidos que detectaram antolgucoaglutinantes (Lamet al., 1985).
Este complexo recebeu a denominacdo HLA (do indisnan Leucocyte Antiggrem
humanos, referindo-se ao conjunto génico mapeadbrago curto do cromossomo 6, na
banda 6p21.31 (Figura 3) (Izar, 2005). Existem &mloutros genes presentes nesta regiao
que néo pertencem ao sistema HLA (Christiartext, 1994).
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Figura 3. Mapa genético do Complexo Principal de Histocompatade.

Os genes HLA sdo os mais polimoérficos dos mamiféqgsossivel que o polimorfismo
exista para garantir a sobrevivéncia das espés@yjo que a heranca de um haplétipo
materno e paterno em co-dominéncia faz com que padaoa possa expressar em suas
células diferentes moléculas HLA, o que confereaatagem de apresentar mais peptideos
antigénicos as células T, podendo assim combatenamero maior de infeccées (Turner,
2004). Quanto maior o polimorfismo HLA em uma plegéo, maior serd a possibilidade de
herdar haplotipos diferentes e, portanto, ser beigoto para todos os locos (Turner, 2004).

Muitos estudos tém colocado em pauta se gene®gigéncia ou susceptibilidade
podem pertencer ao complexo génico HLA que codificééculas HLA de classe | e Il, as
quais participam da inducédo da resposta imune g@rean envolvidas na apresentagcédo de
antigenos para linfécitos T C[24CD8. Moléculas HLA de classe | e Il tém sido a&stas a
mais de 100 doencas. Normalmente, a regido HLAassdaciada com doencas auto-imunes
ou infecciosas, sendo que um ou mais alelos podegar aumentados ou diminuidos em
pacientes quando comparados com controles (Séiiinh 2004; Alveset al, 2005; Fonseca
et al, 2005).

A susceptibilidade a doencas infecciosas pode ecentdevido a imperfeicdbes em
alguns estagios do sistema imune. O individuo guesanta um determinado haplétipo HLA
pode provocar uma ligagdo inadequada ao peptideocomplexo HLA-peptidio pode gerar
uma resposta ineficaz de linfécitos levando a uaiggbresisténcia do individuo a invasao do
agente infeccioso (Klein, 2000).

Pacientes cujas moléculas HLA conferem protecadraamma determinada doenca

possuem genes que provavelmente selecionam e kstimumultiplicacdo de linfécitos T e
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eliminam o agente invasor através da producao tdeimas inflamatérias, ou destruindo as
préprias células infectadas (Magkal, 1999).

Exemplos de associacbes de genes HLA com doencasadzs por virus e
micobactérias também ja foram reportados. O aldlé-B*35, particularmente o B*3501,
gue normalmente esta ligado ao HLA-Cw*04 foi assdoi a progressdo da Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) (Gao, 2001; Turn2004; Paranjape, 2005). Enquanto,
os alelos HLA-B*27, B*57, B*14 e Cw*04 foram assadbs como fatores de protecédo a
infeccdo pelo HIV (Gao, 2001; Paranjape, 2005).uAk)estudos mostraram que 0s varios
estagios da evolucdo da Hepatite C podem estaciades com os alelos HLA (Kryczka,
2001; McKiernaret al, 2004; Thio, 2004).

No caso do dengue, a associacao dos genes HLA oamaeger pesquisada e uma série
de resultados foi encontrada. LaFleet al., (2002), numa populacdo Mexicana,
correlacionaram o alelo HLA-DRB1*04 com a proteg@odengue hemorragico, supondo que
estas moléculas podem apresentar antigenos vilai®eitos T CD4, levando a uma efetiva
resposta imune e protegendo contra a forma mae gla doenca, enquanto Nishimetaal
(1991) sugeriram um papel imunossupressor de HLA-DQ resposta imune ao virus do
dengue.

No Brasil, em um estudo realizado na regido Nodedliste do Parana, Poliz al.
(2004) encontraram forte associacao de genes HLA-B@Q pacientes que tiveram dengue
classico em uma epidemia ocorrida em 1995 caraatiipela presenca do sorotipo 1.

Pesquisas realizadas na etnia Thais, populacéml&do norte da Tailandia (Sukhuthai,
Tailandia), demonstraram diversas associacfes étitleA e B e infec¢cbes secundarias
tanto na forma classica quanto na forma hemorradicdengue: HLA-A*0203 aumentado
em pacientes com dengue classico com infeccédo d@carpelos sorotipos 1 e 3, além de
HLA-A*0207 aumentado em pacientes com dengue he&gma com infeccdo secundaria
pelos sorotipos 1 e 2, sugerindo alta probabilidatke individuos HLA-A*0207
desenvolverem dengue hemorrdgico depois de umacadesecundaria provocada pelo
sorotipo 2. Este estudo também mostrou que a freigiéo alelo HLA-B*05 foi maior em
individuos com dengue classico e hemorragico, HI*A4Be B*77 reduzidos em pacientes
com dengue hemorragico, B*62 e B*77 reduzidos edividuos com dengue classico e
infeccdo secundaria, B*76 reduzido em todos osepées com infeccdo secundaria, B*46
aumentado em pacientes com dengue hemorragico, &fsikntado na ocorréncia de dengue
hemorragico por sorotipos 1 e 3 e, B*52 aumentadodengue classico por sorotipo 2
(Stephenst al, 2002).
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De acordo com Lokeet al, (2001), criancas apresentando HLA-A*33 sdo menos
susceptiveis ao dengue hemorragico e as que afmeséilA-A*24 tém risco maior de
desenvolver um quadro hemorragico.

No Vietnd, pesquisas demonstram que as molécula&-Bi07 estdo restritas ao
reconhecimento da proteina NS3 do virus e as magelLA-A*24 restritas as proteinas do
envoltério viral (E) (Simmongt al, 2004), o que foi, em parte, confirmado por ersaio
realizados em Bankok e Tailandia, afirmando a igégirdo HLA-B*07 as proteinas NS3
(Zivna et al, 2002). Ja no Hawai, pesquisadores afirmam aigéstde HLA-B*5502 a
proteina NS5 (Imriet al, 2007).

Estudos com a etnia Thais mostram restricdo de BtZ¢ as proteinas NS1 virais
(Mathew et al, 1998) e em Massachusetts houve a demonstracaestte¢do de HLA-
DRB1*15 também a proteina NS3 (Zesigal, 1996).

Pesquisas realizadas com 120 individuos com derigaesico ou hemorragico em Cuba
(Santiago de Cuba) apresentaram associacdao de HBA-AB*15 e DRB1*07 com as
formas classica e hemorragica do dengue quandoasangs com controles (Sierea al,
2007).

Portanto, fatores genéticos relativos ao sistema idbdem ter importante papel na
susceptibilidade ou na protecdo ao dengue, tamssicb quanto hemorragico/choque do
dengue, por isso mais estudos devem ser realizaflos de elucidar questbes a respeito da
influéncia destes genes de resposta imune em doeirgégs como 0 dengue, nas diversas

populacdes das grandes areas de ocorréncia deeviles vetores.

MANIFESTACOES CLINICAS

O periodo de incubacéo do virus do dengue é dE53daas, com média de 5 dias, sendo
o periodo de transmissibilidade de 6 dias. Todomdisiduos sdo susceptiveis ao virus e a
imunidade normalmente se apresenta permanenteupar@esmo sorotipo, mas transitéria
para sorotipos diferentes (Maringa, 2007).

A mesma doenca pode ter apresentacdes muito varidelsde a forma assintomatica ou
oligoassintomatica, até quadros dramaticos conoONib dengue classico, o quadro clinico é
de febre de inicio abrupto, cefaléia, mialgia,adgia, prostracdo, astenia, anorexia, nauseas,
vomitos, exantema e prurido cutaneo. Podem octarebém hepatomegalia dolorosa, dores
abdominais, pequenas manifestacdes hemorragicas petéquias, epistaxe, gengivorragia,

sangramento gastrointestinal, hematudria e metnarr@daring4, 2007; Rigau-Pérett al,
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1998).

Estudos baseados em populagbes mostram que aaglawih doenca aumenta com a
idade do paciente e com repetidas infeccdes e eueopenia e trombocitopenia séo
manifestacdes frequentes nestes pacientes (Rigaad®é@l, 1998).

Além das manifestagbes clinicas mais comuns, owthogis de alerta devem ser
observados em casos suspeitos, uma vez que cadasong reage a infeccdo de uma maneira
particular: derrames cavitarios, sangramentos itapt@s, hipotenséo arterial, diminuicdo da
pressdo diferencial, hipotensdo postural, dimirwida diurese, agitacdo, letargia, pulso
rapido e fraco, extremidades frias, cianose, dipaw brusca da temperatura corpérea
associada a sudorese profusa, taquicardia, lipmtEnaumento repentino do hematdcrito
(Maringé, 2007).

A infeccéo viral causada pelos quatro sorotiposidess do dengue define-se, segundo a
Organizacdo Mundial de Saude (1975; 1986), de fhwasas: a classica ou febre dengue
(DF), como doenca febril aguda acompanhada poléiafa dores musculares e articulares; e
a febre dengue hemorragica (DHF), como doencal fedpuda, caracterizada clinicamente por
uma diatese hemorragica e uma tendéncia a evopay@oa sindrome de choque (sindrome
do choque do dengue-DDS) que pode ser fatal (MarzbH891).

Ainda, com relagédo as duas formas de dengue, saidas variacbes de gravidade: a
chamada forma classica ou febre do dengue, varialedole a febre ndo diferenciada
(sindrome viral), até a sindrome de febre por dengue se apresenta sem hemorragia ou
com hemorragia incomum; e a chamada febre hemoa@lgi dengue, que se instala com o
mesmo quadro clinico da febre e pode evoluir semgud ou com choque, podendo ocorrer
varios tipos de sangramento (Marzochi, 1991).

DENGUE HEMORRAGICO

Muitos autores procuram buscar explicacfes pamaéncia da forma hemorragica do
dengue. Alguns associam a ocorréncia desta formiaaa infec¢cdes sequenciais, por dois
sorotipos diferentes, apds ter passado um tempe efds, quando a resposta imune do
individuo sensibilizado seria amplificada pela selguinfeccdo em fungdo da presenca de
anticorpos da primeira infeccéo (Halstead, 1981).

Outros autores, como Rosen (1986), acreditam querass mais graves da doenca

ocorrem devido a uma maior viruléncia de algumasgelo virus. Na verdade, o que é mais



22

provavel e aceito, atualmente, é que as formas gnaies do dengue nao se déem através de
fatores isolados, mais sim através de multiplosrést que se combinam. Entre esses fatores
de risco podem estar: idade, sexo, etnia, estatiwional, pré-existéncia de enfermidades
cronicas, presenca de anticorpos e intensidadespasta imunoldgica a infecgcdes anteriores.
Também podem ser observados fatores ligados as edmo: viruléncia da cepa circulante,
sorotipo viral envolvido em cada evento imunoldgieofatores epidemioldégicos como
imunidade de grupo, competéncia vetorial, densidadarial, intensidade da circulacdo viral

e tempo entre uma infeccado e outra por diferemexipos (Kouriet al, 1987).

Nas Américas tropicais, o dengue hemorragico & st individuos de todas as idades,
enquanto que na Asia, ele atinge principalmentnces. O dengue hemorragico é definido
como uma doenca febril aguda, a qual pode levarqaadros de trombocitopenia, efusao
pleural, hipoalbuminemia e/ou hipoproteinemia. Avilade da doenca é dada pela liquidez
do plasma que extravasa através do endotélio, sernse ou inflamacéo do endotélio capilar
(Rigau-Péreert al, 1998).

Nos casos de infeccao sequencial por dengue apmaderas formas hemorragicas e/ou
sindrome do choque do dengue (DHF/DSS), anticqopesxistentes, devido a uma infeccéo
prévia por outro tipo viral, ndo neutralizam o g®im virus de sorotipo diferente e
amplificam a infeccéo, facilitando a penetracdomatréfagos do novo tipo infectante. Os
virus utilizam a porcdo Fc dos anticorpos ligadoseavelope para a ligagdo com o0s
receptores de membranayFpresentes nas membranas celulares dos macréfagoésyeno
este chamado de facilitacdo da penetracdo viralmamrofagos por anticorposrtibody
dependent enhancemerADE) (Halsteackt al, 1977)

Em casos de ocorréncia de DHF/DSS, ocorre agrawandenADE, estimulo de IFN-
gama, liberado por Linfécito T CDdtivado, causando elevada exposicao de receptoyes F
na membrana dos macrofagos, tornando-os mais @Eveisao virus. A presenca aumentada
de moléculas HLA classes | e Il, nos macrofagosesgtando antigenos, facilita o
reconhecimento de multiplos epitopos virais pelo®ditos T CD4 e citotéxicos (Rothman;
Ennis, 1999).

Os antigenos do virus do dengue, expressos na membnacrofagica induzem
fendmenos de eliminac¢éo imune por Linfécitos T @Deltotoxicos. Os macrofagos, ativados
pelos linfécitos e agredidos ou lisados pelas aéldl citotoxicas, liberam tromboplastina,
iniciando fenébmenos da coagulacdo e proteasesdatas do complemento, causadoras de
lise celular e de choque (Monath; Tsai, 1997).

O DHF/DSS tem como base fisiopatoldgica uma reggosine anémala, desencadeada
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pela resposta imune do individuo infectado e pradlagela cepa viral infectante, envolvendo
leucdcitos, citocinas e imunocomplexos, causandteato da permeabilidade por mé funcéo
vascular endotelial, sem destruicdo do endotébhon @xtravasamento de liquidos para o
intersticio, causando queda da pressao arteriabmfestacoes hemorragicas associadas a
trombocitopenia (Rico-Hess al, 1998).

Estas manifestacdes fazem com que ocorra hemodoeg@m com reducao da volemia,
ma perfusdo tissular, hipoxia e acidose latica. Emitos casos, podem-se observar
hemorragias cutaneas, em trato gastrintestinal, septo intraventricular cardiaco, no
pericardio, em espac¢os subaracnoides e superfitsesrais, hepatomegalia e derrames
cavitarios (Figueiredo; Fonseca, 1996).

Em linfonodos e baco, ha proliferacéo linfoplasrtaré com grande atividade celular e
necrose nos centros germinativos. A polpa branqdémisa é reduzida e apresenta
linfocitélise abundante com fagocitose das céltdg#onais (Figueiredo; Fonseca, 1996).

Na medula éssea, ocorre bloqueio da maturacdo @megeitica e de outras linhagens
celulares. No figado, observam-se hiperplasia,osechialina de células de Kuppfer e a
presenca, em sinusoides, de células mononucleanesitoplasma acidofilo e vacuolizado,
semelhantes a corpusculos de Councilman, aspeateltsmte ao encontrado na febre
amarela (Figueiredo; Fonseca, 1996)

Os hepatécitos apresentam graus variaveis de esteatnecrose mediozonal. Os rins
tém glomerulonefrite relacionada a deposicdo denounomplexos em membrana basal

glomerular (Figueiredo; Fonseca, 1996).

TRATAMENTO

Pacientes com dengue requerem fluidos orais, pargensar a perda de liquidos
devido a diarréia e ao vbmito, e analgésicos @iaéticos para controlar a dor e a febre alta,
respectivamente. Um monitoramento da pressdo samwuihematdcrito, contagem de
plaguetas e manifestacbes hemorragicas também értanfe. No caso do dengue

hemorragico, a reposicéao pode ser realizada comessangue.

PROFILAXIA

Nao ha vacinas em uso até o momento, mas variadossestdo em andamento. A

prevencdo deve ser feita pelo combate ao mosquipmremeio da conscientizagdo da
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populacdo em relacdo a limpeza dos quintais patar @/reproducdo do mosquito (Veronesi
et al, 1996).
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JUSTIFICATIVAS

A caracterizacdo genética do polimorfismo de gede#, de uma populacdo que
desenvolveu o dengue e de um grupo controle (ithdldg que apresentaram os sintomas do
dengue, mas com sorologia negativa para a doepeajitiu investigar a influéncia destes
genes na resisténcia ou susceptibilidade ao deddgm. disso, esta analise podera servir de
referéncia para futuras investigacoes da resposiaeé em casos de dengue hemorragico e
sindrome do choque, pois o perfil genético de msponune de individuos com dengue
poderd informar quais os pacientes com maior iikcevoluirem para as formas mais graves

da doencga.

OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo foi investigar a influéndea genes HLA na susceptibilidade

e/ou resisténcia ao dengue, numa populacéo dar8gido Brasil.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Identificar os alelos e haplétipos dos genesAA, B, Cw, DRB1, DQA1 e DQB1 em
individuos que desenvolveram o dengue (com somlgupsitiva) e individuos que

manifestaram os sintomas (com sorologia negatilzajegido Sul do Brasil;

2) Estimar as frequéncias alélicas e genotipicas pmtes genes polimorficos nestas

populacdes;

3) Verificar a conformidade das propor¢gfes gencdifi com respeito as expectativas em

equilibrio de Hardy-Weinberg;

4) Avaliar uma associagao entre estes genes eco®@gimento do dengue nesta populacéo.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi padronizar uma metgglalale extracdo de DNA de alta
gualidade a partir de amostras de sangue coagulaulrenta e oito amostras de sangue
humano coagulado foram utilizadas para a extragd®MA pelo kit comercial EZ-DNA
(Biological, Israel) e coluna (NeoScience, USA) pelo método modificado deléing out
Apenas o método deking-outfoi capaz de extrair altas concentracdes de DNAJ{@md80
ng/uL), as quais foram medidas pelo detector dadkcéncia Qubit (Invitrogen, USA). Este
permitiu a amplificacédo dos gened A, pela tecnologia PCR-SSO Luminex, a qual exige
DNA de boa qualidade, e de gei@dR, pela técnican housePCR-SSP, a qual demanda uma
concentracdo especifica (10 ng/pL). Pode ser cmmhjue a técnica dalsing-outfoi muito
eficiente, simples e rapida para a extracao de dblAmostras de sangue humano coagulado,
com o objetivo de realizar a genotipagem de géetigse KIR.

Palavras-chavesExtracdo de DNA. Sangue coagulado. Biologia mdéec&adronizacao.

ABSTRACT

The objective of this study was to standardize thotefor extracting high-quality DNA from
samples of clotted blood. Forty-eight samples ahén clotted blood were used for DNA
extraction by commercial kit EZ-DNA (Biological, reel) and column kit (NeoScience,
USA), and by a modified salting-out method. Onle tBalting-out method was able to
extracted high concentrations of DNA (mean, 180ubg/ which were measured by a
fluorescence detector Qubit (Invitrogen, USA). Téimabled the amplification ¢iLA genes,
by PCR-SSO Luminex technology, which demand goalityuDNA, and ofKIR genes, by

in house PCR-SSP, which demand a specific condmmtrélO ngfiL). It can be concluded
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that the technique of salting-out was very effitiesmmple and rapid for DNA extraction from

samples of human clotted blood, with the objectifearrying out genotyping dfiLA and

KIR genes.

Key-words:DNA extraction. Clotted blood. Molecular biologytaBdardization.
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INTRODUCAO

Muitos testes genéticos envolvidos em estudos émgds humanas necessitam da
utilizacdo do DNA genOmico extraido de amostras sdague. Normalmente, o DNA
gendmico € obtido a partir da separacdo da caneddéldlas brancas ou do sangue total.

Frequentemente, ensaios genéticos envolvendgaaean cadeia da polimerase (PCR,
do inglés,Polymerase Chain Reactiprpara a extracdo de DNA, utilizam amostras dgusan
coletadas com anticoagularteSom isso, é possivel a separacdo das parteaséliiquidas
do sangue por centrifugacdo e, portanto, a retidcddaamada de células nucleadasfff/-
coay.

No entanto, em muitos laboratérios, amostras dgusaroletadas para sorologia nao
utilizam anticoagulante e sdo descartadas, pomsengaveis para os estudos genéticos, uma
vez que a extracdo de DNA genbmico destas amdstiaspendiosa e os resultados ndo sao
satisfatério

Muitos métodos para o isolamento de DNA de amostnaguladas foram descritos e
alguns deles enfocam a obtencdo de um DNA satigfapéra a PCR Outras técnicas se
preocupam com amostras de DNA de alta qualidadénpsao procedimentos demorados e
bastante trabalhosos, envolvendo processos de lem@iagcao do coagdlo

Com isso, uma técnica rapida e eficiente de extrdgdDNA de sangue coagulado se
faz necessaria, uma vez que materiais bioldgicas ppdem ser utilizados para muitos
estudos genéticos sdo descartados rotineiramer&m Alisso, esta metodologia pode
representar mais uma opcao para a extracao de DNAnwbstras cujo anticoagulante foi
ineficaz.

Portanto, o objetivo do presente trabalho foi padiar uma metodologia para obtencao
de altas concentrac6es de DNA com boa qualidapattet de amostras de sangue coagulado

para aplicacdo em estudos de marcadores moleculares
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MATERIAL E METODOS

Este projeto foi analisado e aprovado pelo Com@éEtica em Pesquisa com Seres
Humanos da Universidade Estadual de Maringa, estdadcordo com a Resolucdo 196/96 —
CNS.

Coleta das amostrasAmostras de sangue coagulado de 48 individuosaciale para
realizacdo do exame de sorologia de diagndsticdemhgue pela 152 Regional de Saude de
Maringa, Parana, no periodo de marco a abril d&g,2fadam utilizadas neste estudo. Estas
amostras foram armazenadas em tubo do tipo FaleatbdnL em freezer -80°C por pelo
menos 3 dias. O descongelamento em banho-mari@G @+ 10 minutos foi seguido pelo
banho de gelo por 10 minutos. Apds esse procedanastamostras foram homogeneizadas
para se obter a dissolucdo méaxima do codgulo

Extracdo de DNA. Neste estudo, trés metodologias de extracdo de @dNAuffy-coat
ou sangue total foram avaliadas e modificadas pat#encdo de amostras de alta qualidade e
rendimento a partir do sangue coagulado.

Método de extracdo por EZ-DNA.ApGs o descongelamento das amostras de sangue
coaguladas, o DNA foi extraido, usando o kit dea®édo EZ-DNA (Biological Industriés,
Kibbutz Beit Haemek, Israel), de acordo com asrugsies do fabricante. Primeiramente,
cerca de 500 pL de amostra foram transferidos mpamatubos de 1,5 mL, contendo 1 mL de
solucdo de RCLB (do inglésed cell lysis blooy e homogeneizados em vortex por 20
minutos. Em seguida, as amostras foram centrifigggu@ 3 minutos a 6.280g e o
sobrenadante foi desprezado. Este procedimentepetido até a obtencdo de um botdo de
células (pellet) o mais limpo possivel. Apos estp@ foi adicionado as amostras 1 mL de
solucéo de RBC (do inglésed blood cell, com homogeneizacao em vortex por 20 minutos e

centrifugacdo por 3 minutos a 6.280g. O sobrenadantlescartado e foram adicionados, em
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seguida, 300 pL de solucéo de EZ-DNA. As amosteamaneceram 7 dias em banho-maria a
56°C para a dissolucdo maxima do pellet. Esse teimippadronizado para as amostras
coaguladas. O DNA foi precipitado com 700 pL dedlabsoluto gelado e os microtubos
centrifugados por 1 minuto a 7.700g. O sobrenadantesprezado e 500 pL de etanol 95%
foram adicionados as amostras. Novamente, os miwstforam centrifugados por 1 minuto
a 7.700g, os quais apo0s o descarte do sobrenaaame mantidos abertasver night(15-
18h) para a secagem do alcool. A seguir, 0 DNAifdiatado com 50 pL de agua ultra pura.
Extracdo de DNA pelo kit comercial de colunaO DNA das amostras coaguladas foi
extraido, utilizando-se o kit de extracdo por caliMeoSciende (One Lambda Inc., San
Diego, CA, USA) de acordo com as instrugbes. Catea500 pL de amostra foram
adicionados a microtubos de 1,5 mL contendo 20 glpteinase K, para a eliminacdo
inicial de proteinas (Invitrogéh Carlsbad, CA, USA). Em seguida, foram acrescest200
puL de tampéo 1.3, com o objetivo de lise das heasaeilavagem da amostra, agitados por 1
minuto em vértex e incubados por 15 minutos em tranaria a 56°C. Apdés um pulso em
microcentrifuga, para que toda a amostra fossegfnado do tubo, foram acrescentados 200
puL de etanol absoluto gelado, seguido de 1 minetagitacdo em vortex. Mais um pulso em
microcentrifuga foi realizado e as amostras foraamsferidas para a coluna que estava
acoplada ao microtubo de 2 mL. A seguir, foram rdeigiados a 8.000g por 1 minuto.
Descartou-se o microtubo contendo o filtrado, aimalfoi transferida para um microtubo
limpo e foram acrescentados 500 puL do tampéo 3.Intewior da coluna. Apds, foram
centrifugados a 8.000g por 1 minuto. Mais uma weznicrotubos contendo o filtrado foram
desprezados, a coluna foi transferida para um noeotubo de 2 mL e foram adicionados
700 pL de tampéo 4.1 no interior da coluna. Folizada, a seguir, uma centrifugacao de
14.000g por 3 minutos. Os microtubos contendo tcaélb foram descartados e as colunas

transferidas para novos microtubos. A centrifugag@m a coluna vazia foi realizada para
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retirar o excesso de tampao que permaneceu naa¢c@ut¥.000g por 1 minuto. Esta coluna
foi transferida, em seguida, para um microtubo &enil. Uma solucdo de tampéao 5.1 pré-
aquecido a 65°C (40 uL) foi adicionada no intemar coluna e os microtubos foram
incubados por 5 minutos a temperatura ambientes/Agsse periodo, as amostras foram
centrifugadas por 1 minuto a 14.000g. Essa etap@petida usando mais 30 pL de tampéao
5.1 para retirar o restante de DNA da coluna. Rieate, a coluna foi descartada e o DNA
obtido em 50 pL de solucéo de hidratacao.

Extracdo de DNA por Salting Out. Cerca de 500 pL de amostra foram transferidos
para microtubos de 1,5 mL e a eles foram acresdestd mL de solucdo de RCLB. As
amostras permaneceram sob agitacdo por 15 minHios.seguida, as amostras foram
centrifugadas por 2 minutos a 14.000g, o sobrenadandescartado e 0 processo se repetiu
até a obtencdo de um precipitado mais claro pds#iwe®s esta etapa, o sobrenadante foi
descartado e as amostras foram adicionados 40 protieinase K, 20 U/mg (Invitrogén
Carlsbad, CA, USA), 20 uL de SDS (Sulfato Dodeal 86dio, Sigma Chemical CO,
Steinheim, Germany) a 20% e 240 uL de agua ultra, gom homogeneizagdo em voértex por
15 segundos. Os microtubos foram incubados em bawahia a 56°C por 40 minutos, com
uma leve agitacdo em vortex aos 20 minutos. Apéas, feram retirados do banho a fim de
atingirem a temperatura ambiente. Foram adiciond@0suL de solucdo saturada de NacCl
(6M), com agitacdo em vortex e centrifugacdo pamibutos a 14.000g. O sobrenadante foi
transferido para outro microtubo contendo 100 puINd€l (6M), o qual foi centrifugado por
5 minutos a 14.000g. Em seguida, o sobrenadanté&rdosferido para outro microtubo e
foram acrescentados 800 pL de etanol absoluto gef@s tubos foram vertidos e invertidos
varias vezes, gentilmente, para a precipitacdoMA.[Apos, os mesmos foram centrifugados
a 14.000g por 2 minutos. O sobrenadante foi des@e 500 pL de etanol 70% gelado foram

acrescentados as amostras, o que foi seguido deuma centrifugacdo de 14.000g por 2
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minutos. Apos estes procedimentos, o sobrenadantie$prezado, os microtubos incubados
overnight(15-18h) a temperatura ambiente para secagemcdol@ o DNA hidratado com
50 uL de agua ultra pura.

GenotipagemHLA por PCR-SSO.A avaliagcdo da pureza do DNA foi realizada por
meio da diluicdo das amostras com reagente fluenés@ara a possivel leitura na plataforma
Qubit (Invitrogerl, Carlsbad, CA, USA). Apés essa avaliacdo e ajdateoncentracdo, os
genotiposHLA das amostras foram analisados pela técnica de 38R folimerase chain
reaction - specific sequence of oligonucleot)jdé8Sne Lambda In€&l, Canoga Park, CA,
USA) com tecnologia Luminex. Cada amostra de DNéstada em 20 ngL, foi adicionada
a uma solugédo tampao (dNTP e MgCiuntamente com a enzimiBag DNA polimerase
(5U/uL; Invitrogerl, Carlsbad, CA, USA), seguindo os volumes recomaosiapelo
protocolo para amplificacdo ddaci. Apdés homogeneizacdo desta solucéo, aliquotamfora
dispensadas em tubos de polipropileno contendniciadores especificos paralosi HLA-

A, B, Cw, DRB1, DQA1 e DQBL1. Os tubos foram, entfiansferidos para o termociclador
(Pelkin-ElImer 9600) para a amplificacéo dims, conforme recomendacdes do fabricante. Os
fragmentos de DNA amplificados foram separadosepetroforese, em cuba micro SSP gel
System (MGS-B, One Lambda Iat. Canoga Park, CA, USA), em gel de agarose a 220%,
150 volts por 10 minutos. A visualizacdo das banftasrealizada comSybr Green
(Invitrogert], Carlsbad, CA, USA) em luz azul, e a interpretagés resultados foi baseada
na presenca ou auséncia do fragmento especifiddNde amplificado. As reacdes foram
documentadas em fotografias (aparelho de fotograbéaroid MP-4 Land). Os DNAs
amplificados foram utilizados para a hibridizac@ncpérolas ligadas a oligonucleotideos
especificos para estes alelos. A hibridizacao daificada por meio de um citdmetro de fluxo
LABScan™ 100 flow analyzer. A seguir, os dados foram inetqlos por meio do programa

de computador HLA Visu#ll(One Lambda, Canoga Park, CA, USA, verséo 2.2.0).
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Genotipagem KIR por PCR-SSP.Apés avaliacdo da pureza do DNA e ajuste da
concentracdo pelo Qubit, as tipificacbes dos g&iBsforam realizadas pela técnica PCR-
SSP polymerase chain reaction-sequence specific prijnasando o kit de genotipagdfiR
padronizadon house(Rudnicket al: dados ndo publicadpsCada amostra de DNA, ajustada
em 10 ngiL, foi adicionada a uma solucdo de amplificacdaviamente preparada,
juntamente com a enzimiag DNA polimerase (5UiL; Invitrogernl, Carlsbad, CA, USA),
segundo os volumes recomendados pelo protocolos Ayednogeneizacdo desta solucao,
aliquotas foram dispensadas em microtubos de ppiipno, contendo os iniciadores
especificos para os genk$R (Invitrogeri], Carlsbad, CA, USA). Os microtubos foram,
entdo, transferidos para o termociclador (Pelkimé£l9600), para a amplificacdo dos genes.
Os fragmentos de DNA amplificados foram separadwsefetroforese, em cuba micro SSP
gel System (MGS-B, One LambdaCA, USA), em gel de agarose a 2,5%, a 150 valtssp
minutos. A visualizacdo das bandas, quando expasias azul, foi realizada pela coloracéo
com Sybr greene a interpretacdo dos resultados foi baseada esenga ou auséncia do
fragmento especifico de DNA amplificado. Para veaif a integridade da reacao de PCR, foi
utilizado um par de iniciadores como controle interAs reacdes foram documentadas em

fotografias (aparelho de fotografia Polaroide MPa#d).

RESULTADOS

As amostras extraidas pelo método EZ-DNA nao setrarasn satisfatorias, pois, o
DNA, apds a extracdo, encontrou-se degradado (d#tmsnostrados) e nao funcionou para
as metodologias de amplificacao propostas.

As amostras extraidas pelo kit comercial de col@apor salting-out foram,
primeiramente, avaliadas com relacao a concentr@dg@NA com o leitor Qubit (Tabela 1) e

por eletroforese em gel de agarose pela analiskatatas (Figura 1).
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Como néo foi possivel quantificar o DNA pelo Qulnias amostras extraidas pelo kit
comercial de coluna, devido as baixas concentragbgdas (< 10 ng/mL), as concentracdes
foram baseadas na espessura das bandas observagilsde agarose para a realizacdo da
amplificacdo do DNA pelas técnicas de PCR-SSO e-BSR.

Os resultados das amplificac6es dos éxons 2 ea3oséuci HLA classe | e éxon 3 para
osloci HLA classe Il, na técnica de PCR-SSO, com o DNA old&lama amostra de sangue
pelas duas técnicas de extracdo, podem ser viasosiguras 2 e 3.

Os resultados da identificacdo dos geliég usando a técnica PCR-SSP padronizada
house(Rudnicket at dados nao publicadpscom o DNA obtido de uma amostra de sangue
pelas duas técnicas de extracdo, podem ser visteguara 4.

Os resultados das genotipagdtisA e KIR, com todas as amostras extraidas pelo
método desalting out foram validados por metodologias de uso corrantenercado (PCR-

SSO Luminex).

DISCUSSAO

Independente da comparacdo, o método de extracdaNde por EZ-DNA néo foi
adequado quando o material biolégico de origenofebagulo sanguineo. As amostras de
DNA obtidas ndo amplificaram por nenhuma das duatdologias de PCR testadas e o
procedimento foi demorado, porque para a dissolw@dotdo de células nucleadas na
solucdo de EZ foi necesséario um periodo de 5 @g, ém banho-maria, a 56°C, o que pode
ter contribuido para a degradacéo do DNA.

Quando as mesmas amostras foram extraidas petmriercial de coluna, algumas
apresentaram bandas mais evidentes no gel defetete do que outras (Figura 1A). Este kit
de coluna é utilizado, normalmente, para extragiardostras de sangue total e proporciona

amostras de DNA de alta qualidade, porém a coragurnao € tao alta. Algumas amostras,
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obtidas por esse método, mesmo em baixa conceoiragaplificaram pela PCR-SSO
conforme mostrou a Figura 3, pois o0 DNA foi de gliede muito boa. Mesmo assim,
ocorreram muitas falhas, principalmente, loas A e C, por estes exigirem concentracées um
pouco maiores de DNA.

Os melhores resultados puderam ser vistos comracéxt pelo método dsalting out
conforme visto na Figura 2. Todos losi apresentaram 6timos padrdes de amplificacdo que
permitiram a posterior hibridizacdo com sondas @fipas para os aleldsLA.

N&o foi possivel a amplificacdo dos gedR pela técnica PCR-SSP (Rudniekal:
dados ndo publicados), com as amostras obtidas Kitelde coluna, pois ela exige uma
concentracdo exata de 10 ng/mL e o equipamentot @dbi permitiu 0 ajuste adequado
destas concentracdes. Assim, 0 DNA extraido de @asosoaguladas por este kit de coluna
nao € conveniente para esta técnica de analisgetiesKIR. A melhor opcéo foi a adaptacéo
da técnica caseira dalting-outpara amostras coaguladas. Ela se mostrou basfmente,
pois as concentracdes foram altas e possiveisrem spiantificadas pelo Qubit. A qualidade
do DNA também foi satisfatéria, pois o DNA foi anfighdo por ambas as técnicas de PCR
avaliadas.

Por isso, pode-se concluir que a técnicaaltng-outé muito eficiente, simples e rapida
para ser utilizada na extragdo de DNA de amosteasathgue humano coaguladas por
qualquer laboratério de Biologia Molecular. Alémsgh, o DNA apresentou excelente
qualidade e concentracdo adequada para amplifcémco HLA e KIR pelas técnicas de

biologia molecular PCR-SSO-Luminex e PCR-3%Rouse respectivamente.

AGRADECIMENTOS
Agradecemos aos funcionarios do Laboratdrio denbganética da UEM pelo apoio

técnico e aqueles da Secretaria de Saude desteipiarque colaboraram na obtencdo das



46

amostras de sangue.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Adkins KK, Strom DA, Jacobson TE, Seemann CR, @BDP, Heath EM. Utilizing
Genomic DNA Purified From Clotted Blood Samples f8ingle Nucleotide
Polymorphism Genotyping. Archives of Pathology aatboratory Medicine 126:266-
270, 2002.

2. Everson RB, Mass MJ, Gallagher JE, Musser C, DalzeExtraction of DNA from
Cryopreserved Clotted Human Blood. Biotechnique4820, 1993.

3. Garg UC, Hanson NQ, Tsai MY, Eckfeldt JH. SimpledaRapid Method for
Extraction of DNA from fresh and Cryopreserved @dt Human Blood. Clinical
Chemistry 42:647-648, 1996.

4. Zeillinger R, Schneeberger C, Speiser P, Kury FSifple Method for Isolation of

DNA from Blood Clots Suited for use in PCR. Biotadjues 14:202-203, 1993.



47

Tabela 1.Comparacéo entre as concentracdes de DNAs olptadatois métodos de extracao.

AMOSTRA

DP-08
DP-10
DP-11
DP-66
DP-72
DP-73
DP-74
DP-78
DP-84
DP-88
DP-89
DP-90
DP-91
DP-92
DP-95
DP-99
DP-101
DP-105
DP-106
DP-111
DP-116
DP-123
DP-124
DP-149
DP-206
DP-180
DP-218
DP-225
DP-226
DC-34
DC-36
DC-40
DC-107
DC-164
DC-166
DC-167
DC-168
DC-169
DC-170
DC-171
DC-172
DC-174
DC-175
DC-176
DC-178
DC-179
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DC-180

DC-181
X = amostras cuja concentracéo foi menor que 1lndg/Ane Lambda Inc. (San Diego, CA, USAs conc

Figura 1. Andlise da concentracdo ou integridade do DMA.Gel para avaliacdo das concentragde

depositada para a corrida eletroforética.
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Figura 2. Amplificacdo dodoci HLA-A, B, Cw, DRB1 e DQA1/DQB1 de 1&8mostras de DNAs extral

onde cada amostra de DNA foi depositada para aacgtetroforética.
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Figura 3. Amplificacdo dodoci HLA-A, B, Cw, DRB1 e DQA1/DQB1 de 16 amostras ddMextraidos

colunas onde cada amostra de DNA foi depositadagaorrida eletroforética.
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Figura 4. Genotipagem de 15 genk$R por PCR-SSP de uma amostra de DNA. A: genotipagétre

obtido por kit comercial de colunas@umeros acima no gel representam as colunascaddeamostra d
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RESUMO

Dengue é a doenca viral transmitida por vetored@utles de maior incidéncia de casos por
ano no mundo todo. Anualmente, existe uma estimal/50 - 100 milhdes de casos de
dengue no mundo. Além de fatores ambientais, osefigenéticos parecem ter importancia
na manifestacdo da doenca, pois mesmo em areawiead&omente uma pequena proporcao
de pessoas desenvolve a forma mais grave. Polsnw$ de genes de resposta imune
poderiam estar associados com o desenvolvimentasies de dengue. A proposta deste
estudo foi determinar as frequiéncias dos alelosados HLA-A, B, Cw, DRB1, DQAl e
DQB1, em uma populacdo com dengue virus 3, confionp@r métodos soroldgicos de
ELISA e em uma populacdo controle com sorologiatied, da regido Noroeste do Parana,
Sul do Brasil. A tipificacdo dos alelos HLA despagpulacdes foi realizada pela genotipagem
PCR-SSO (One Lambda), baseada na tecnologia Lunfsealelos HLA-A*31 e A*69 e 0
genotipo homozigoto para DQB1*0402 foram associadptecdo contra o dengue classico
sorotipo 3, enquanto o alelo HLA-A*66 foi associadsusceptibilidade. No entanto, estudos

independentes devem ser realizados para replicsgies achados.

Palavras-chavédengue, HLA, Polimorfismo genético
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Abstract

Dengue fever is a viral disease of most concermovedransmitted by arthropods. Each year
there is an estimated 50 to 100 million cases afgde fever in the world. Besides
environmental factors, genetic factors seem imporia the manifestation of the disease,
even in endemic areas because only a small propastipeople develop a more severe form.
Immune response gene polymorphisms could be assdaith the development of dengue
cases. The purpose of this study was to deternheealiele frequencies: HLA-A, B, Cw,
DRB1, DQAl1 and DQB1, in a population with denguegokmyy and confirmed by a
population with symptoms but with negative seroldgym Southern Brazil. A comparison of
the frequencies of HLA alleles between these pdjans, by PCR-SSO genotyping based on
Luminex technology, allowed determining associat@nHLA genes with protection and
susceptibility to dengue in our region. There wagative association between HLA-A*31,
A*69, A*31-B*40, B*40-Cw*03, B*58-Cw*07, DQA1*02-D(@®B1*03 and
DQB1*0402/*0402, and dengue. HLA-A*66 was more freqt in patients than in controls,
acting as a susceptibility gene for the disease.HioA-A*31 and A*66, the values oP
became not significant after Bonferroni’s correctid®hus, some HLA genetic factors were

associated with classic dengue, serotype 3, infgouBrazilian population.

Keywords Dengue fever, HLA, Genetics polymorphisms
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INTRODUCAO

Dengue é uma doenca viral transmitida por vetomgdpmdes e, atualmente, é
considerada um dos principais problemas de saudkcaino mundo. Anualmente, existe
uma estimativa de 50 milh6es de casos de denguenaspem 2007, nas Américas, foram
notificados mais de 890.000 casos de dengue, dos 86.000 foram de dengue hemorragica
(WHGQ, 2008).

O virus do dengue € membro da fanfiaviviridae (arbovirus do grupo B) (Veronesi
et al, 1996) e, atualmente, se conhecem quatro soradipagrus, DEN 1, 2, 3 e 4, 0s quais
sao fortemente relacionados antigenicamente. Qgigos 1, 2 e 3 circulam em 24 estados
brasileiros, contribuindo assim para a incidénaa fbrmas mais graves da doenca (dengue
hemorragico e sindrome do choque do dengue) noscipiws onde sdo registradas
epidemias sequénciais por pelo menos dois sorotifjesentes. Por outro lado, a viruléncia
da cepa epidémica também pode ser o determinant@pal do desenvolvimento da forma
hemorragica (Camast al, 2007).

Em 2002, com a introducéo do virus DEN-3, foi regdo 0 maior pico epidémico da
doenca no Brasil e a taxa de letalidade foi duass/enaior, revelando uma maior gravidade
na ocorréncia da doenca. Em 2007, 86% dos casbslite Hemorragica do Dengue (FHD)
estavam concentrados nos estados do Ceara, Ricardgra] Maranhdo, Pernambuco,
Amazonas, Mato Grosso do Sul, Piaui, Goias, Alageagiba e Rio Grande do Norte. Em
relacdo aos oObitos por FHD, 64% aconteceram nessados (Brasil, 2007).

Em 2007, um dos estados com maior nimero de casdisncados de dengue sorotipo
3 foi o Parana: aproximadamente, 50.000 casosicaatds, sendo 25.998 confirmados e,
destes, 25.000 autoctones. Um dos municipios netigdas foi o de Maringa, com cerca de
5.700 casos confirmados, sendo considerado o 8ha@or taxa de incidéncia de dengue no

pais (Parana, 2008).
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A resposta imunoldgica que ocorre com a introdw@@irus no organismo humano €&
considerada muito vigorosa. Anticorpos, principaiteeos que se ligam aos epitopos da
proteina E, promovem lise do envelope ou bloqueioselus receptores com consequente
neutralizacéo viral (Figueiredo, 1999). A respastane celular citotoxica por linfocitos T é
descrita sob estimulo das proteinas NS1, NS3 eskridas do dengue (Chambeitsal, 1990;
Henchalet al, 1998). Linfécitos T CD4 atuam na eliminacdo d&ile§ infectadas com o
virus do dengue que possuem receptores HLA deeclass produzem IFNs IL-2 e o fator
estimulador de colénias de macréfagos e granukcitinfécitos T CD8 lisam células
infectadas pelo virus expressando receptores HLAcldsse |. Portanto, as células T
participam ativamente na resposta imune, reduzonddmero de células infectadas com o
virus.

Fatores genéticos parecem ter importancia na nsag@o da doenca, pois mesmo em
areas endémicas somente uma pequena propor¢casstmpeesenvolve a forma mais grave
do dengue. Durante a infec¢céo pelo virus do dengue série de genes tem seu mecanismo
de regulagéo alterado. Dentre eles, genes liga@dits droducdo de IFM-além de MIP-f,
RANTES, MBL2, IL-8 e IL-10 (Ubolet al. 2008, Santo®t al, 2008). Além disso, alguns
estudos mostraram restricdo HLA na apresentacamedes peptideos do virus do dengue
para linfocitos T CD4e CD8 (Zenget al, 1996; Mathewet al, 1998; Lokeet al., 2001;
Zivnaet al.,2002; Simmonst al, 2005).

Estudos no México mostraram o alelo HLA-DRB1*04 commm fator de protecéo
contra dengue hemorragico (LaFleral, 2002), enquanto na Tailandia, os alelos HLA-A e
B foram associados a infec¢Bes secundarias, nasmgoclassica e hemorragica do dengue
(Stephenst al, 2002). No Vietna, Loket al. (2001) descreveram que criangas com HLA-
A*33 sdo menos susceptiveis ao dengue hemorragagquelas com HLA-A*24 tém risco

maior de desenvolver um quadro hemorragico. Emi&pntde Cuba foi demonstrada
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associacdo de HLA-A*31, B*15 e DRB1*07 com dengléssico e hemorragico (Sierea
al., 2007).

Numa populacéo brasileira, Polizglal. (2004) encontraram forte associacdo de genes
HLA-DQ1 em pacientes com dengue classico no Nodeestado do Parana, em uma
epidemia ocorrida em 1995, caracterizada pela pcasgo sorotipo 1.

Devido ao fato de que a moderna populacdo brasike geneticamente muito
diferentes em termos de polimorfismo alelo HLA (kada 2001), e porque os pacientes desta
area apresentam aspectos clinicos e epidemiologi@odengue sorotipo 3, 0 objetivo do
presente estudo foi avaliar a influéncia dos alélbg na susceptibilidade e resisténcia a

dengue, no Noroeste do Estado do Parana (Brasil).

METODOS
Este estudo foi conduzido de acordo com as norme®pizadas pelo Comité de Etica

em Pesquisa com Seres Humanos da UniversidadeugktiedMaringa (Brasil).

Pacientes e Controles

Participaram deste estudo 420 sujeitos da regidodste do estado do Parana (Sul do
Brasil), no ano de 2007. As amostras foram libesguda Secretaria de Saude de Maringa e
obtidas durante visitas domiciliares, ap0s assiaata termo de consentimento.

O diagnostico da doencga foi confirmado por técnidmsorologia (ELISA-IgM Capture
Kit, Brisbane, Australia), para deteccdo quantitatde anticorpos IgM ao antigeno do
dengue. O sorotipo 3 do virus foi confirmado atsadé cultura pelo Laboratério Central de
doencas infecciosas do Parana.

Dentre os 420 individuos, aqueles cuja sorologiapfsitiva formaram o grupo de

pacientes (N = 239) e aqueles que apresentarannmastsemelhantes e sorologia negativa
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formaram o grupo controle (N = 181).

Obtencédo das amostras

As amostras coletadas, para a realizacdo de s@alegdeteccdo de anticorpos IgM
especificos para o virus da dengue, foram obtiel@sasticoagulante para obtencdo dos soros.
Os coagulos formados durante este processo foramzanados em freezer -80°C para
posterior extracdo do DNA.

Durante as visitas domiciliares, amostras de 10dmkangue foram coletadas em tubos
com EDTA (anticoagulante) e, posteriormente, crgadas para a obtencéo hiaffy-coat o

qual foi congelado a -20°C até o momento da exardQdDNA.

Extracdo do DNA e genotipagem HLA

O DNA das amostras coaguladas foi extraido utitivase o kit de extracdo por coluna
NeoScience (One Lambda Inc., San Diego, CA, USA) ou a técde@xtracdo de DNA por
salting out(Johnet al, 1990, modificada por Lahiri e Nurnberger, 193Dm modificagbes
(Cardozoet al, in pres3. Apos o descongelamento taffy-coatdas amostras obtidas com
anticoagulante, o DNA foi extraido usando-se o dat extracdo EZ-DNA (Biological
Industrie§, Kibbutz Beit Haemek, Israel).

Apés avaliagdo da pureza do DNA por eletroforesegeinde agarose e ajuste da
concentracdo por densidade Otica, os genotipogdcentes e controles foram analisados
pela técnica de PCR-SS@o{imerase chain reaction - specific sequence igoolucleotidek

reversa (One Lambda In¢, Canoga Park, CA, USA) com tecnologia Luminex.
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Andlise estatistica
As frequéncias alélicas foram obtidas por contageata e as frequiéncias genotipicas e

haplotipicas pelo programa Arlequin versdo 3.1 riBeBwitzerland) disponivel no site

http://cmpag.unibe.ch/software/arlequin3/

Pacientes e controles foram comparados em relagigtaa frequéncias pelo teste do
qui-quadrado com correcdo de Yates ou Teste Exatd-idher, usando-se tabelas de
contingéncia 2x2. O risco de desenvolver dengueneimiduos portadores de determinados
alelos HLA foi calculado por OD oflds ratiQ e intervalo de confianca

(http://www.graphpad.com/quickcalcs/contingencyl }cfm

Os valores deP < 0,05 foram considerados estatisticamente sigtifiea apds a
correcdo de Bonferroni para mdltiplas comparagd&s.correcdo foi realizada pela
multiplicacdo dos valores de pelo numero de locos HLA avaliados. O desequdila@
Hardy-Weinberg foi verificado pelo programa Arlegquversdo 3.1 (Bern, Switzerland)

disponivel no sitéttp://cmpg.unibe.ch/software/arlequin3/

RESULTADOS

Dentre os 420 individuos que participaram do estt#R9 (56,9%) apresentaram
sintomas clinicos para o dengue classico e conf@imaa doenca por exames soroldgicos de
ELISA. Este grupo foi constituido por 53,5% mullseee46,4% homens, com idade entre 6 a
75 anos (35,5 = 17,0), sendo 88,0% caucasoide¥ ga3dos e 3,7% negros. O outro grupo,
de individuos com sintomas clinicos para o dengassico e exames sorologicos de ELISA
negativos para dengue, foi constituido de 181 iddins (43,1%); sendo 58,6% mulheres e
41,4% homens, com idade entre 7 e 80 anos (36,80);lsendo 87,3% caucasoides, 8,8%
pardos e 3,9% negros.

Todos os controles apresentaram sintomas clinioogpativeis com dengue durante
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uma epidemia de dengue ocorrida durante o prinsgmestre de 2007, caracterizada pela
presenca do sorotipo 3 e, nenhum deles apresentdomatologia para o dengue

hemorragico.

Frequéncias de alelos HLA classe | e Il entre indiduos com sorologia positiva e
negativa ao dengue
Nas Tabelas 1 e 2, sdo apresentadas as frequélosiaaelos HLA de classe | e I,

respectivamente, as quais estdo em equilibrio déyH&einberg nesta populacao.

Na comparacdo das frequéncias HLA entre os doigogranalisados, foi observada
uma maior frequéncia de HLA-A*31 e A*69 no grupaaogicamente negativo ao dengue,
enquanto o alelo HLA-A*66 foi mais freqliente em ipates que apresentaram sorologia
positiva. Ap0s a correcdo de Bonferroni, somenteator de P para A*66 perdeu a
significancia estatistica. As frequéncias dos denaelos ndo foram diferentes entre os

grupos.

Distribuicdo de haplétipos HLA classe | e Il entrepacientes e controles

A analise da distribuicdo dos haplotipos entre gyges e controles mostrou que HLA-
A*31-B*40, B*40-Cw*03, B*58-Cw*07 e DQA1*02-DQB1*03(dados ndo mostrados)
estavam aumentados no grupo controle em relacgoeagmtes. Contudo, estes dados devem

ser analisados com cuidado, devido a baixa freqaéestes gendtipos nesta populagao.

Distribuicdo das frequéncias genotipicas de HLA-DQB*0402
A Tabela 3 apresenta os dados das andlises doigerdg DQB1*0402, o qual

apresentou diferenca nas frequéncias entre pasientontroles. O gendtipo homozigoto
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DQB1*0402/0402 foi mais frequente em individuos cearologia negativa para dengue,
apesar do alelo DQB1*04 nao ter apresentado agsacia

N&o houve diferenca estatisticamente significgtiaraa os outros genotipos analisados.

DISCUSSAO

O Brasil € um pais tropical que nos dois Ultimogsaapresentou as maiores epidemias
de dengue, além de apresentar uma populacdo ertTte miscigenada, portanto, distinta
do ponto de vista genético, em cada regido. Destaal o presente estudo avaliou uma
populacdo do Municipio de Maringa (Noroeste dodestdo Parana e Sul do Brasil), a qual
passou pela maior epidemia de dengue pelo virugipor3 em 2007, com 5.700 casos
confirmados, tendo sido considerado o 8° muniogmomaior taxa de incidéncia de dengue
no pais (Boletim Informativo Dengue Parana, 2008).

A selecéo dos individuos foi baseada na sintomgiebloaracteristica do dengue e na
confirmacédo do diagnédstico da infec¢do por examedd&gicos pelo método de ELISA para
deteccdo de anticorpos IgM. O obijetivo foi verificana possivel associacdo entre genes
HLA e a epidemia ocorrida naquele momento em qupaggentes apresentaram sintomas
semelhantes ao dengue, ndo envolvendo nenhumarepideterior.

Neste trabalho, foi demonstrada uma associacadiveegis alelos HLA-A*31 (2,6%
vs. 6.8%) e A*69 (0%vs. 0,6%) com o dengue, sugerindo possiveis fatoreggisténcia a
manifestagdo da doenca. Contudo, estudos com uneroumaior de pacientes devem ser
realizados para confirmar estes dados, devido &abdrequéncia destes alelos,
principalmente, de HLA- A*69.

Associacbes positivas de HLA-A*31 ja foram relatdan individuos com AIDS e
citomegalovirus em uma populacédo brasileira (Veseatal, 2003) e com dengue sorotipo 2

em Cuba (Sierrat al, 2007). Diferencas desta natureza podem ocorredal@ selecdo dos
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controles, uma vez que em Cuba, 0 grupo controleofustituido por individuos saudaveis e,

neste presente estudo, por individuos com mang@ssaclinicas semelhantes aquelas do
dengue e sorologia negativa para o virus daquetkerepa. Outras diferencas podem estar
ligadas as caracteristicas étnicas das populagdepopulacdo de Santiago del Cuba

representa um municipio localizado na por¢cdo alea pais, a qual recebeu por um longo
periodo de tempo influéncias genéticas aborigedaspopulacdo caucasiana do estado do
Parand, a frequéncia alélica de HLA-A*31 é 4,3%guamto que na populacdo caucasiana de

Cuba é 1,4%H{ttp://www.allelefrequencies.net/test/defaultl)asp

Além disso, o sorotipo do virus nédo foi 0 mesmapas duas epidemias. Em Cuba, a
epidemia foi caracterizada pelo sorotipo 2 e nosiBrpelo sorotipo 3. Diferencas nas
sequéncias do envelope e das por¢cdes nao traestrita 3° do genoma de cada sorotipo
podem provocar divergéncias na resposta imune i(Btya, 2001; Cologna&t al, 2005).

O alelo HLA-A*69, também de baixa frequéncia neptapulacdo, foi inicialmente
sequenciado em populacdes negras da América do e Nort

(http://www.allelefrequencies.net/test/defaultl)aspsendo relatado no 9° Workshop

Internacional de Histocompatibilidade como umaarse do HLA-A*28 (Antonelliet al,
1985). Ele é considerado um alelo raro em todapagmilacdes onde foi relatado. Na
populacdo Zulu (Africa), sua frequiéncia € de 0,46B%,Xiamen (China) é 0,62%. Este alelo
€ mais frequiente na Itélia e Israel: 1,98% e 2/8%pectivamente (Terasalti al, 1997). Por
iss0, ainda é necessario um estudo com maior nltkegpacientes e controles.

Uma associacao positiva foi encontrada no presstielo para o alelo HLA-A*66, cuja
frequéncia foi maior nos pacientes que nos corgr(®e0%vs. 0,3%). A freqiéncia deste
alelo é baixa na populagdo caucasiana do Pararfé, @endo um pouco mais alta entre
negros e cafuzos (1,3%). Ja no estado de Sdo Restdoalelo tem frequéncia zero (0,0%),

assim como em outros paises como China, Bulgdt@ia Cuba € o pais onde se observa a
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maior frequéncia de A*66 (2,3% a 2,9%) tanto emnbos quanto em negros

(http://www.allelefrequencies.net/test/defaultl)asp

N&o existem relatos deste alelo associado a irdepedd virus do dengue e, embora
tenha apresentado diferenca significativa entrgrogos nesta populacéo, apos a correcéo de
P esta associacdo ndo se manteve.

A andlise haplotipica foi realizada com o objetdeverificar se os alelos combinados
tém influéncia na evolucéo do dengue classico xstéacia de desequilibrio de ligacdo. Os
haplétipos HLA-A*31-B*40, HLA-B*40-Cw*03 e B*58-Cw07 foram correlacionados a
protecdo contra o dengue. O alelo HLA-B*40 ndo destrou nenhuma associacdo com o
dengue, porém sugere-se que a associacao com AS3h gontribuir a resisténcia ao virus
do dengue.

Estudos apontaram o alelo HLA-B*40 como fator deceptibilidade a co-infecgcdo com
HIV e Mycobacterium tuberculosiSelvarajet al, 2006) e o haplétipo B*58-Cw*03 como
fator de resisténcia a infecgcbes por HIV em popidagfricanas (Lazaryaat al, 2006). No
entanto, ndo existem relatos de associacao degi&sihos com o dengue classico.

Alguns estudos de associacdo HLA e dengue forahzadas por Lokeet al. (2001),
usando andlise molecular de alelos HLA classe paaientes no Vietna. Houve evidéncias
de associacdo do alelo HLA-A*24 com a susceptidilelao dengue hemorragico e do HLA-
A*33 com a resisténcia a infeccao viral.

Recentemente, 0 segundo e maior estudo caso-@faiakalizado com individuos da
etnia Thai (Tailandia) infectados pelo virus doglem demonstrando associa¢cdo negativa dos
alelos HLA-A*0203, B*44, B*62, B*76 e B*77 e assagido positiva de HLA-A*0207 e
B*52 com o dengue classico (Stephenal, 2002).

Um estudo realizado por Polizet al. (2004), com individuos da mesma regidao do

presente trabalho, demonstrou associacdo posigvalldA-DQ1 para o dengue classico
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sorotipo 1 da dengue (57,7% vs. 76,8%; 0,0052; Pc = 0,0262). Enquanto, neste presente
estudo, as frequéncias de HLA-DQ1 (DQB1*05 e DQH)*@bram semelhantes entre os
grupos (42,1% nos pacientes e 41,7% nos controfes)ssociacdo observada foi entre a
homozigose de DQB1*0402 e a protecdo ao dengus,tpdos os individuos homozigotos
pertencem ao grupo controle (2,A%. 0%), o que pode sugerir que subtipos diferentes de
virus possam ser reconhecidos por alelos HLA ditese Este alelo ja foi considerado fator
de protecédo contra infeccdes pelo papilomavirusrancas africanas (Gregoieeal, 2003).

Em concluséo, o presente estudo sugere que 0% dela-A*31 e HLA-A*69 e de
DQB1*0402 em homozigose possam atuar como fat@esgisténcia para o dengue classico
numa populacdo do Noroeste do Parana, Sul do Brdsil entanto, estudos futuros
independentes, com um numero maior de individuosméama regido ou de regides
diferentes afetadas pelo mesmo sorotipo de viruslaaue, devem ser realizados para

confirmacado das associacfes HLA observadas ndatioes
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Tabela 1. Comparacdo das frequéncias dos alelos HLA clgssatie controles e

pacientes com diagndstico clinico-sorolégico degdenclassico no sul do Brasil,

ocorrido em 2007 durante uma epidemia com o virus 3

HLA D(%) C(%) HLA D(%) C(%) HLA D (%) C (%)
A0l 9,5 6,2 B*07 6,8 8,5 Cw*0l 2,6 1,7
A*02 24,1 27,8 B*08 4,3 4,0 cw*02 8,1 5,4
A*03 11,1 9,4 B*13 2.1 2,0 cw*03 8,8 9,7
A*11 57 4,3 B*14 3,4 3,7 Cw*04 18,3 15,7
A*23 59 4,5 B*15 9,6 9,1 Cw*05 4,3 6,8
A*24 10,4 11,1 B*18 5,5 5,7 Cw*06 10 7,7
A*25 22 1,1 B*27 2,1 1,1 Cw*07 19,9 24,4
A*26 3,3 4,5 B*35 13,4 10,5 Cw*08 4,0 5,7
A*29 4,6 2,8 B*37 0,8 1,1 Cw*12 8,8 6,8
A*30 54 4,8 B*38 3,2 4,3 Cw*14 2.0 2,8
A*31% 2,6 6,8 B*39 2.8 3,7 Cw*15 5,0 5,4
A*32 3,0 3,4 B*40 2,9 6,0 Cw*16 4,2 6,2
A*33 26 2,5 Bx41 21 1,7 Cw*17 3,0 1,4
A*34 0,4 0 B*42 1,5 0,8 Cw*18 1,3 0,28
A*36 1,1 0 B*44 10,4 13,1
A*43 0 0 B*45 1,5 0,6
A*66° 2,0 0,3 B*46 O 0
A*68 4.8 6,0 B*47 0 0,3
A*69° 0 0,6 B*48 0,6 0,5
A*74 2,0 2.8 B*49 2,0 2,7
A*80 0 0 B*50 2,1 2,5

B*51 8,3 8,2

B*52 2,1 0,5

B*53 3,0 2,8

B*54 0 0

B*55 1,0 1,4

B*56 0,4 0,5

B*57 3,2 1,4

B*58 2,8 2,8

B*59 0 0

B*67 O 0

B*73 0,2 0

B*78 0 0,3

B*81 0,8 0

B*82 0,4 0,3

B*83 0 0

D: pacientes com dengue; C: control®ef: odds ratig IC: intervalo de confianga®P =

0,0066; Pc = 0,0396; OR = 0,37; IC 95% = 0,18-0°P4= 0,0494; Pc = 0,2964; OR = 7; IC

95% = 0,88-55,5°P = 0,0001; Pc = 0,0006; OR = 0,38; IC 95% = 0,024
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Tabela 2.Comparacéo das frequéncias dos alelos HLA cldssette controles e pacientes com

diagndstico clinico-soroldgico de dengue classiocsal do Brasil, ocorrido em 2007 durante

uma epidemia com o virus 3.

HLA D(%) C(%) HLA D(%) C(%) HLA D (%) C (%)
DRB1*01 9,8 9,7 DQA1*0142,3 42,2 DQB1*0222,4 20,0
DRB1*03 11,1 8,6 DQA1*0212,2 11,4 DQB1*0331,1 32,0
DRB1*04 11,7 10,0 DQA1*0314,8 11,4 DQB1*044,2 6,2
DRB1*07 11,5 13,7 DQA1*044,4 6,0 DQB1*0520,6 20,0
DRB1*08 3,8 5,6 DQA1*0526 28,3 DQB1*0621,5 21,7
DRB1*09 2,5 1,7 DQA1*060,22 0,57

DRB1*10 1,3 2.2

DRB1*11 12,3 145

DRB1*12 1,3 1,6

DRB1*13 14,7 16,7

DRB1*14 55 3,6

DRB1*15 9,8 6,4

DRB1*16 4,7 5,3

D: pacientes com dengue; C: controles. Nao houegedica estatistica entre os grupos para as

frequiéncias HLA classe II.



Tabela 3. Comparacdo das frequéncias genotipicas de HLA-D@Btte controles e
pacientes com diagndstico clinico-soroldgico degderclassico no sul do Brasil, ocorrido

em 2007 durante uma epidemia com o virus 3.

D % C % OR IC95% P
DQB1*0402/0402 O 0 4 2,1 0,19 0,02-1,680,0338
DQB1*0402/X 19 7,9 14 7,7 - - 0,9187
DQB1*X/X 220 92,1 163 90,1 - - 0,5888

'D: pacientes com dengue; C: controles; X: outrdoatéio HLA-DQB1*04;P: probabilidade;

OR: odds ratig IC: intervalo de confianga.

12



73

CAPITULO Il

CONCLUSOES
Neste estudo, a comparacdo entre as frequéncigerds HLA de classe | e Il em
individuos com sorologia positiva para dengue a@tase individuos com sintomas, porém

com sorologia negativa, da nossa regido, permitalgummas conclusoes:

» Associacao negativa dos alelos HLA-A*31 e A*69 comiengue;

» Associagdo negativa dos haplotipos HLA-A*31-B*404B-Cw*03, B*58-Cw*07 e
DQA1*02-DQB1*03 com o dengue;

» Associacao negativa do homozigoto DQB1*0402/0408 oadengue;

» Associacao positiva do alelo HLA-A*66 com o dengue.

Quando trés técnicas de extracdo de DNA de amod&asangue coagulado foram
executas e comparadas quanto a qualidade e cag@Entle DNA, praticidade e tempo de

execugao:

» A técnica deSalting-outfoi considerada a melhor. Sua eficacia foi compdavpelas
técnicas de PCR-SSO Luminex de tipificacdo HLA &RFESPin housede tipificacao
de geneKIR.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Este estudo foi o primeiro que avaliou a influénde genes HLA de classe | e Il em
individuos representantes da epidemia de dengueidamo ano de 2007, na populacao sul
do Brasil, além de ser o primeiro a comparar irtlieé com sorologia positiva e negativa
para dengue.

A perspectiva futura é o recrutamento de um nameior de pacientes e controles com
0 objetivo de definir com mais clareza o papel glrses HLA na imunopatologia do dengue e
nas suas formas clinicas.

Além disso, um maior numero de controles podei@én o papel dos alelos HLA-
A*31 e A*69, assim como do genoétipo DQB1*0402/046@mo fator de resisténcia ao
dengue classico e o alelo HLA-A*66 como fator decgptibilidade, na presenca do sorotipo
DEN-3.
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