Como Entender a Associacao Entre o Sistema
HLA e as Doenc¢as Auto-lmunes Endocrinas

perspectivas

RESUMO

A introducdo de nova nomenclatura para os componentes do com-
plexo principal de histocompatibilidade (Major Histocompatibility Com-
plex - MHC) e a descricao de novos métodos moleculares para a tipifi-
cacgao dos alelos do MHC contribuiram, grandemente, para o entendi-
mento e identificagcdo do extenso polimorfismo do sistema. No entanto,
para o ndo especialista, essas novas aquisicbes tém dificultado o
entendimento do papel do MHC em associagcdo com as doencas.
Assim, neste artigo, foram revisados os conceitos atuais acerca dos
genes e moléculas do MHC, os métodos de tipificagdo desses mar-
cadores de histocompatibiidade e a nomenclatura vigente para os
componentes do sistema. Esses aspectos sao extremamente impor-
tantes para o entendimento do polimorfismo do MHC, dando embasa-
mento para a compreensdo dos mecanismos propostos de associagao
desses marcadores com as doencgas auto-imunes enddcrinas como dia-
betes mellitus do tipo 1, doenca de Graves e tireoidite de Hashimoto,
doencga de Addison, sindrome poliglandular auto-imune e insuficiéncia
ovariana prematura. (Arq Bras Endocrinol Metab 2003;47/5:601-611)

Descritores: HLA; MHC; Diabetes mellitus do tipo 1; Doenca de Graves;
Tireoidite de Hashimoto; Doenca de Addison

ABSTRACT

How to Understand the Association of the HLA System and Autoimmune
Endocrine Disorders.

The acquisition of a new homenclature and the development of molec-
ular methods for the assignment of major histocompatibilty complex
(MHC) alleles have widely contributed to the understanding of the exten-
sive polymorphism of the system; however, many doubts have arisen to
the non-specialist in terms of MHC and disease association. In order to
understand the MHC polymorphism and the association with endocrine
diseases as type 1 diabetes mellitus, Grave’s disease, Hashimoto’s thy-
roiditis, Addison’s disease, autoimmune polyglandular syndromes and
premature ovarian failure, in this report we revised relevant aspects of
MHC molecules, genes, typing methods as well as the new nomencla-
ture. (Arq Bras Endocrinol Metab 2003;47/5:601-611)

Keywords: HLA; MHC; type 1 Diabetes Mellitus; Grave’s disease; Hashimo-
to’s thyroiditis; Addison’s disease

PARA O ENTENDIMENTO DA ASSOCIACAO entre os marcadores de histo-
compatibilidade e as doencgas endocrinoldgicas, faz-se necessario o
conhecimento de alguns aspectos relevantes acerca das moléculas e dos
genes de histocompatibilidade.

Os genes de histocompatibilidade sdo assim chamados porque,
quando descobertos, eram 0s principais elementos (genes principais) rela-
cionados com a rapida rejeicdo de tecidos transplantados entre animais de
experimentacgdo, particularmente entre camundongos, sendo em conjunto
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denominados Major Histocompatibility Complex
(MHC). Assim, o MHC representa o conjunto de
genes responsavel por codificar as moléculas de histo-
compatibilidade em uma determinada espécie, sendo
chamado no ser humano de sistema HLA (Human
Leukocyte Antigen) (1).

O MHC no ser humano estd localizado no
braco curto do cromossomo 6, e, didaticamente, esses
genes podem ser reunidos em 3 grupos, denominados
genes de classe I, 11 e 111. Os genes de classe | codifi-
cam as moléculas classicas de histocompatibilidade
HLA-A, B e C, os de classe Il as moléculas classicas
HLA-DR, DQ e DP. Os genes de classe 111, embora
estejam incluidos dentro do MHC, ndo codificam
moléculas de histocompatibilidade, e sim outras mo-
léculas, algumas delas fazendo parte do sistema imune
outras ndo. Assim, as proteinas C4 e C2 da via classica
e o fator B da via alternativa do complemento, o0s
fatores de necrose tumoral (TNF-a e TNF-), a pro-
teina do choque térmico (Hsp 70) e as enzimas 21-
hidroxilase sdo moléculas incluidas na regido de classe
I11. A figura 1 representa de modo esquematico 0s
genes do MHC humano (2).

O MHC ¢ o conjunto de genes mais polimérfi-
co entre os mamiferos. O entendimento do termo
polimorfismo € essencial para a compreensdo dos
mecanismos de associagdo com as doencas, da
evolucdo das espécies, e, também, para a sele¢do de
doadores em transplantes de 6rgdos ou células. Alguns
genes apresentam uma mesma sequéncia de acidos
nucléicos em todos os membros de uma populacéo,
sendo chamados ndo polimorficos (exemplo: -
microglobulina), e cada variante de um gene polimér-
fico é denominada de alelo. Exemplificando, as
moléculas codificadas por um mesmo gene presente
no locus HLA-B apresentam muitas variantes, como
HLA-B7, -B8, -B27, -B51, entre outras, encontradas
na populacdo em diversas frequéncias. Uma vez que 0s
genes de histocompatibilidade sdo codominantes,
tanto os genes de origem materna como 0s paternos
serdo expressos. Assim, para os genes HLA de classe I,
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Figura 1. Estrutura génica do MHC humano, identificando o
genes HLA de classe | (HLA-A, B e C), de classe Il (HLA-DR,
DQ e DP) e os de classe lll. Os genes TAP, LMP e HLA-DM,
gue codificam proteinas ndo expressas nas superficies celu-
lares, estdo também identificados.
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até 6 moléculas podem ser expressas nas superficies
celulares, ou seja, 2 (duas) HLA-A, 2 (duas) HLA-B e
2 (duas) HLA-C, totalizando 3 moléculas de origem
materna e 3 de origem paterna. Pelo fato desses genes
estarem muito proximos uns dos outros, sao herdados
em bloco. O conjunto de genes oriundos do cromos-
somo materno ou paterno é designado de haplotipo.

AS MOLECULAS E OS GENES DO MHC

As moléculas de classe | estdo constitutivamente ex-
pressas nas superficies de todas as células nucleadas,
sendo compostas por 2 cadeias diferentes (hetero-
dimeros). A cadeia pesada o, polimoérfica, é codificada
pelos loci HLA-A, -B, ou -C do MHC, situados no
cromossomo 6, e a cadeia leve, a ,-microglobulina,
nao polimérfica, é codificada por gene situado fora do
MHC, no cromossomo 15. A cadeia pesada a contém
3 dominios: a4, a, e a3, sendo que o grande polimor-
fismo dessas moléculas ocorre nos dominios a; e a,
(figura 2). Esses dominios séo extracelulares e contém
cerca de 90 residuos de aminoacidos cada. Os pep-
tideos que véao se ligar as moléculas de classe | sdo
gerados no citosol, pela acdo de algumas proteinas
chamadas proteassomas (genes LPM 2 e 7, situados no
MHC) e transportados ao reticulo endoplasmatico
pelas proteinas TAP 1 e 2 (genes também situados no
MHC). Uma vez formado, o peptideo com cerca de 8
a 12 aminoacidos se encaixa no sulco de ligacdo ao
peptideo da molécula HLA de classe | ainda no reticu-
lo endoplasmatico e, entdo, a molécula HLA ligada ao
peptideo é transportada até a membrana da célula,
sendo apresentada ao linfécito T CD8 (4-6).
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Figura 2. Moléculas de histocompatibiidade de classe |
(HLA-A, B e C) e de classe Il (HLA-DR, DQ e DP), mostrando
0os dominios de maior polimorfismo. Nos dominios al e a2
das moléculas HLA de classe | e nos dominios al e 31 das
moléculas HLA-DQ e DP e no dominio f1 das moléculas
HLA-DR s&o os locais onde ocorre maior polimorfismo.
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As moléculas HLA de classe Il estdo presentes
constitutivamente apenas nas superficies de alguns
tipos celulares como macrofagos, linfocitos B e células
dendriticas, coletivamente denominadas de células
apresentadoras de antigenos. Essas moléculas também
sdo heterodimeros formados por uma cadeia o € uma
B, ambas codificadas por genes situados no MHC, ou
seja, no cromossomo 6, contendo 2 dominios a,/0a, e
B1/B,. Os dominios que apresentam maior polimorfis-
mo sdo 0 a4 e 0 3; (cada dominio contém cerca de 90
residuos de aminoacidos) para as moléculas HLA-DQ
e DP. Em contraste, para as moléculas HLA-DR, o
polimorfismo ocorre no dominio 1 (figura 2).

Os peptideos apresentados pelas moléculas
HLA de classe Il tm cerca de 15 a 24 aminocidos e
sdo processados nos compartimentos endolisossomais,
sendo que as moléculas HLA-DM (presentes somente
no interior da célula) permitem que o peptideo se una
ao sulco de ligacdo ao peptideo da molécula de classe
I1. As moléculas contendo os peptideos tornam-se
estaveis, sendo entdo transportadas até as superficies
celulares, facilitando, assim, a apresentacdo do pep-
tideo ao receptor do linfocito T CD4 (8).

O sulco de ligacdo ao peptideo da molécula de
classe | é formado pela interagdo dos segmentos al e a2,
ao passo que o da molécula de classe 11, pela interacdo dos
segmentos al e B1. Os residuos de aminoécidos po-
limorficos que caracterizam as diversas moléculas de his-
tocompatibilidade estdo localizados nessas fendas de liga-
¢ao com o peptideo. Por causa da grande variabilidade de
aminoécidos nessa regido, moléculas HLA diferentes se
ligam e apresentam peptideos diferentes, sendo reconhe-
cidos por receptores de linfocitos T também diferentes.
Essa observagdo explica, em parte, porque algumas pes-
soas quando entram em contato com antigenos estra-
nhos, derivados de bactérias, virus etc., as respostas
imunes podem ser diferentes (8,9). A tabela 1 ilustra as
propriedades das moléculas MHC de classe 1 e 11 (7,4,5).

Uma vez que cada individuo possui um ndmero
limitado de moléculas HLA nas superficies de suas célu-
las, é correto supor que uma mesma molécula possa aco-
modar e apresentar varios tipos de peptideos. Assim, as
moléculas HLA apresentam uma ampla capacidade de
se ligar a peptideos; no entanto, a especificidade fina de
reconhecimento do antigeno ocorre as custas do recep-
tor do linfocito T. As moléculas de histocompatibili-
dade, para serem estaveis nas superficies celulares,
devem sempre estar ligadas aos peptideos e, usualmente,
nao discriminam os peptideos estranhos (derivados de
agentes patogénicos) daqueles que sdo do proprio indi-
viduo, quem faz o reconhecimento do que é préprio ou
nao, é o linfécito T (6).

METODOS DE DETECCAO DO POLIMORFISMO
DOS ANTIGENOS E DOS ALELOS DE
HISTOCOMPATIBILIDADE

O método cléssico de avaliagdo do polimorfismo das
moléculas (antigenos) de histocompatibilidade é o de
citotoxicidade celular mediada por anticorpo e depen-
dente do complemento, também chamado método
soroldgico (figura 3). Esse método é baseado na
reacdo de um anticorpo anti-HLA (geralmente obtido
de individuos politransfundidos ou multiparas, ou
ainda, anticorpo monoclonal obtido de hibridoma)
com a molécula HLA presente na superficie celular.
Apbs ocorrer a reacdo antigeno-anticorpo, a incubagdo
com o complemento promove a lise celular, dando
uma reagdo positiva. Posto que as moléculas HLA de
classe | estdo expressas constitutivamente nas células
nucleadas, e que as células linfomononucleares séo de
facil recuperagdo a partir do sangue periférico, os
antigenos HLA-A, B e C séo tipificados utilizando-se
os linfécitos totais ou os linfécitos T. Uma vez que 0s
linfécitos T possuem poucas moléculas HLA de classe

Tabela 1. Propriedades das moléculas do MHC de classe | e |I.

Propriedades das moléculas de Classe | e |l

CLASSE |

CLASSE I

Locus genético
Estrutura da cadeia

Distribuicao celular
nucleadas

Envolvidas em apresentar Células T citoxica

antigeno

Fontes de fragmentos

peptidicos citosol
Dominios polimarficos al +a2

Humanos: HLA-A, -B, -C
Cadeia a + 2 microglobulina Cadeia a + cadeia
Maioria das células

Proteinas produzidas no

Humanos: DP, DQ, DR etc

Células apresentadoras
de antigenos (macréfago,
células dendriticas etc)
Célula T Helper

Membrana plasméatica
endocitada e proteinas
extracelulares

al+ Bl
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Figura 3. Tipificag&o de moléculas HLA de classe | utilizando
o teste de microlinfocitotoxicidade dependente de com-
plemento (sorologia). Quando o anticorpo especifico anti-
HLA-B27 reage com a molécula HLA-B27 na superficie do
linfocito, a célula é lisada ap6s a adigdo do complemento.
Anticorpos ndo especificos para os antigenos de superficie
dos linfécitos nao produzem lise celular.

Il nas suas superficies, os linfécitos B sdo utilizados
para tipificar os antigenos HLA-DR e DQ. Os an-
tigenos HLA-DP néo séo tipificados por esse método
devido a falta de anti-soros especificos. A nomenclatu-
ra dos antigenos HLA definidos por sorologia utiliza a
designacdo do locus génico (HLA-A, B, C, DR ou
DQ), seguida pela identificagdo numérica do antigeno
(HLA-A1, A2 etc; HLA-B7, B8, B27, B51 etc; HLA-
DR1, DR3, DR4 etc e HLA-DQ2, DQ4 etc). A
nomenclatura do locus HLA-C incorpora a letra w
(HLA-Cwl1, Cw2 etc) para diferencid-la da nomen-
clatura dos fatores do complemento (C1, C2, C3 etc).
Embora o método soroldgico ainda seja utilizado,
existe uma tendéncia de substitui-lo pelos métodos
moleculares, descritos mais adiante (10-13).

O grande avango na tipificacdo do polimorfismo
HLA, indubitavelmente, ocorreu no final da década de
80 com o advento das técnicas que utilizam biologia
molecular. Nesses casos, ndo sdo 0s antigenos expres-
s0s nas superficies celulares que sdo tipificados, e sim,
0s grupos de alelos ou os alelos individualmente do
DNA genbmico. Para tal, 0 DNA é extraido das célu-
las nucleadas do sangue periférico ou de outra fonte,
como células de bochecha, cabelo, o0ssos etc. O DNA
é amplificado pela reacdo em cadeia da polimerase
(polymerase chain reaction-PCR) utilizando oligonu-
cleotideos especificos para amplificar a regido do geno-
ma a ser estudada. Dois métodos tém sido bastante
utilizados para tipificacdo dos alelos HLA de classe |
ou I, utilizando iniciadores (primers) ou sondas
(probes) de oligonucleotideos com seqiiéncias conheci-
das, sendo denominados sequence specific primers
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(SSP) ou sequence specific oligonucleotide probes
(SSOP). No método SSP séo realizadas varias reagfes
de amplificacdo, cada uma contendo um par de inicia-
dores capaz de detectar um grupo de alelos ou um
alelo. Os produtos de amplificagdo sdo submetidos a
uma eletroforese em gel de agarose, contendo brome-
to de etideo, uma substéncia fluorescente capaz de se
intercalar no DNA, tornando fluorescente os produtos
de amplificacdo quando o gel é submetido a luz ultra-
violeta. As bandas com cerca de 150-220 pares de
bases correspondem aos produtos de amplificacdo
especificos dos genes HLA, enquanto que as bandas
com cerca de 800 pares de bases correspondem aos
produtos de amplificacdo interna, isto €, servem para o
controle de que a amplificagdo realmente ocorreu
(figura 4). No método SSOP, utiliza-se um par de ini-
ciadores construidos para amplificar uma regido
genérica de um gene (por exemplo HLA-DR). Em
seguida, o DNA amplificado é hibridado com sondas
de oligonucleotideos capazes de reconhecer os diver-
sos grupos de alelos do gene. Nesse método, o DNA
amplificado é desnaturado e fixado em membranas de
nailon. As sondas marcadas, com material radioativo
ou substéncia fluorescente, sdo hibridadas aos DNA
fixados nas membranas quando incubadas em tempe-
raturas adequadas (figura 5). Um outro método que
pode vir a ser muito popular em um futuro préximo é
0 sequenciamento automatico das bases nitrogenadas.
A identificagdo dos alelos é realizada por intermédio da
comparacdo com um banco de dados, referente as
seqUiéncias ja conhecidas. Assim, com a utilizacdo dos
métodos moleculares, foi possivel reconhecer que
moléculas tipificadas por sorologia, como por exemplo
HLA-A2, eram codificadas por gene apresentando
cerca de 50 alelos diferentes. Isto é, existem cerca de

Controles de ampliacao interna
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Figura 4. Tipificacdo de alelos ou grupos de alelos HLA-
DRB1, utilizando iniciadores de oligonucleotideos com
sequéncias especificas (Sequence Specific Primers-SSP). Os
produtos de amplificagcdo especificos apresentam bandas
de cerca de 200 pares de bases, enquanto que as amplifi-
cacdes controle mostram apenas os produtos de amplifi-
cacdao de genes nao relacionados ao MHC, nesse caso um
intron. Assim, este paciente é tipificado como HLA-DRB1*01,
DRB1*04 e DRB4 genérico.
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Figura 5. Tipificac&o de alelos de histocompatibilidade HLA-
DRB1 utilizando sondas de oligonucleotideos com sequén-
cias especificas. Nesse exemplo € ilustrada uma tipificagao
de alelos do grupo HLA-DRB1*04. Um DNA ja tipificado
como HLA-DRB1*04 é amplificado com iniciadores para
uma regido genérica, comum a todos os DB1*04. A seguir,
O DNA amplificado é hibridado com sondas desenhadas
para reconhecer um ou alguns alelos desse grupo. Assim,
as sondas das 2 primeiras linhas reconhecem todos os ale-
los DRB1*04, ao passo que as sondas das linhas seguintes
reconhecem um ou mais alelos desse grupo. A tipificagao
é realizada analisando-se os diferentes padrbes de hibri-
dacgéao. Entdo, o padrao de hibridagao do individuo C per-
mite tipifica-lo como HLA-DRB1*0405, o individuo A como
DRB1*0403, o individuo B como DRB1*0401, e assim por
diante.

50 moléculas HLA-A2 diferentes que a sorologia ndo
consegue discriminar, pois o anticorpo anti-HLA-A2
reconhece um epitopo comum a todas essas moléculas.
Para englobar a discriminagdo do extenso polimorfis-
mo definido pelos métodos moleculares, a nomen-
clatura do sistema HLA necessitou passar por uma
ampla revisdo, como sumariado a seguir (10,14).

NOMENCLATURA ATUAL DOS ALELOS DE
HISTOCOMPATIBILIDADE

O Comité Internacional para normatizacdo da deno-
minacdo dos alelos de histocompatibilidade decidiu
racionalizar a nomenclatura do sistema HLA,
aumentando o numero de digitos e definindo a ca-
deia onde o polimorfismo € mais acentuado. As
cadeias que formam os heterodimeros das moléculas
de histocompatibilidade sdo designadas pelas letras
gregas d ou [3, ao passo que 0s genes que codificam
essas cadeias sdo designados pelas letras A ou B.
Uma vez que os loci de classe | apresentam polimor-
fismo apenas na cadeia a (gene A), o Comité decidiu
manter as designagbes HLA-A, HLA-B e HLA-Cw
como descritas anteriormente. No entanto, aumen-
tou o numero de digitos para 4, com a finalidade de
abranger todo o polimorfismo ja identificado e, ain-
da, aquele a ser definido no futuro. Os 2 digitos ini-
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ciais, colocados logo apés a designacdo do locus, re-
ferem-se as tipificacBes definidas previamente por
sorologia, e 0s 2 digitos seguintes referem-se as
denominag®es dos alelos especificos. Assim, 0 grupo
de alelos que codifica o antigeno HLA-A1 passou a
ser denominado genericamente de HLA-A*01, con-
tendo os alelos HLA-A*0101, *0102 e *0103. O
grupo de alelos que codifica o antigeno HLA-B27
passou a ser chamado HLA-B*27, englobando os
alelos HLA-B*2701 até B*2723, identificando pelo
menos 23 variantes da molécula B27, e assim por
diante (15,16).

Uma vez que os alelos de classe Il apresentam
polimorfismo tanto nas cadeias a e B, foram acres-
centadas as letras A e B na denominacdo do alelo. Da
mesma forma que, para os alelos de classe I, 0s 2
digitos iniciais indicam as especificidades prévias
definidas pela sorologia, ao passo que as 2 ultimas
identificam o alelo. Assim, o gene que codifica a
molécula HLA-DR1 passou a ser denominado
genericamente de HLA-DRB1*01 (equivalente ao
DR1 da sorologia), abrangendo os alelos DRB1*
0101 *0102 e *0103, sendo a letra B representativa
da cadeia 3, altamente polimadrfica nos genes HLA-
DR. Posto que a regido HLA-DR possui diversos
genes para as cadeias 3 (ver figura 1), cada locus
recebe 0 ndmero correspondente ao gene, como
HLA-DRB1*1101 (equivalente ao DR11 da sorolo-
gia). A tabela 2 sumaria os loci de histocompatibili-
dade descritos até a Ultima nomenclatura, bem como
0s nameros de alelos em cada loci, identificados até
o presente (15,16).

COMO IDENTIFICAR A ASSOCIACAO DE
MARCADORES DE HISTOCOMPATIBILIDADE
COM AS DOENCAS

Dois tipos de estudos tém sido utilizados para abor-
dar a associa¢do entre os marcadores de histocompa-
tibilidade com as doencas, ou seja, os estudos popula-
cionais e os familiares, sendo que os populacionais sdo
mais faceis de serem realizados. Nos estudos popula-
cionais, as freqliéncias dos antigenos ou dos alelos
HLA, observadas em um grupo de pacientes ndo
aparentados, sdo comparadas com aquelas observadas
em individuos controle sadios. A ocorréncia de asso-
ciacdo ¢ avaliada pela comparagdo das freqiiéncias dos
marcadores de histocompatibilidade em pacientes e
controles, utilizando-se os dados de uma tabela de
contingéncia 2x2 e empregando-se o teste exato de
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Tabela 2. Nimero de alelos nos diversos loci do MHC, iden-
tificados até a nomenclatura publicada em 2001. Os loci
HLA-E, F e G codificam moléculas ndo classicas de histo-
compatibilidade, estando presentes nas superficies celu-
lares em condi¢des especiais. Os loci HLA-DRB2, 6, 7, 8 € 9
sdo pseudogenes, isto €, ndo codificam moléculas HLA.

Locus Numero de alelos
HLA-A 209
HLA-B 414
HLA-C 101
HLA-E 6
HLA-F 1
HLA-G 15
HLA-DRA 2
HLA-DRB1 273
HLA-DRB2 1
HLA-DRB3 30
HLA-DRB4 10
HLA-DRB5 15
HLA-DRB6 3
HLA-DRB7 2
HLA-DRB8 1
HLA-DRB9 1
HLA-DQA1 21
HLA-DQB1 45
HLA-DPA1 19
HLA-DPB1 93
HLA-DMA 4
HLA-DMB 6
TAP1 6
TAP2 4

Fisher ou o Chi-quadrado. A forca da associacdo é
usualmente calculada pelo risco relativo (RR), que
indica qudo mais frequiente uma doenca ocorre em
individuos portadores de um marcador de histocom-
patibilidade em relagdo aos individuos que ndo apre-
sentam o marcador. Nos casos em que o RR é maior
do que 1, a freqiiéncia do marcador nos pacientes é
maior do que nos controles, indicando que o mar-
cador esta associado com susceptibilidade a doenca.
Quando o RR é menor do que 1, tem significado
inverso, isto é, o marcador esta associado com pro-
tecdo contra o desenvolvimento da doenga. Nos casos
em que 0 RR é maior do que 1, pode-se calcular a
fracdo etiologica (FE) que estima a magnitude de sus-
ceptibilidade ao marcador, em termos populacionais,
isto é, quanto (usualmente definido em termos per-
centuais) o marcador confere susceptibilidade a
doenca. Nos casos em que o RR é menor do que 1,
calcula-se a fragdo preventiva (FP), indicando a mag-
nitude de protecdo do marcador, também definido
como valor percentual (17-20).
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HLA E AS DOENCAS AUTO-IMUNES
ENDOCRINAS

Doencas auto-imunes enddcrinas, coletivamente, afetam
entre 5-10% da populacdo em geral. A maioria dessas
doencas possui mecanismos complexos com a partici-
pacdo de varios fatores, iniciando com a susceptibilidade
genética principalmente pela associacdo dos genes HLA,
eventos ambientais e resposta auto-imune com a pre-
senca de auto-anticorpos e/ou linfocitos auto-reativos,
culminando com anormalidades metabodlicas (21).

Muitos estudos acerca das associacdes entre 0s
alelos HLA e as endocrinopatias auto-imunes se con-
centram no diabetes mellitus tipo 1 e doenga de Gra-
ves, mas outras endocrinopatias também tém sido
estudadas, incluindo a tireoidite de Hashimoto, a
doenca de Addison, a sindrome poliglandular auto-
imune e a insuficiéncia ovariana prematura.

DIABETES MELLITUS DO TIPO 1

A DM-1 tem sido considerada uma doenga com he-
ranca poligénica complexa. Cerca de 20 genes podem
estar associados com susceptibilidade a doenca, mas
apenas 13 apresentam evidéncias estatisticamente sig-
nificantes de associacdo. A maior contribuicdo vem da
regido onde estdo localizados os genes do MHC, situ-
ado no cromossomo 6p21, contribuindo em cerca de
40% na susceptibilidade a doenga (genes IDDM1).
Contribui¢cBes de menor valor sdo conferidas por
genes de fora do MHC (22).

Os primeiros estudos acerca da susceptibilidade
imunogenética ao DM-1 datam da década de 70,
sendo encontradas associagbes com as moléculas
HLA-B8 e B15. Posteriormente, foi verificado que as
associagcdes mais importantes eram com as moléculas
de classe Il HLA-DR3 e HLA-DR4, em desequilibrio
de ligagdo com os antigenos HLA-B8 e B15, respecti-
vamente. Subsequientemente, os genes DQA1*0301 e
*0501 e 0s DQB1*0201 e *0302 se revelaram 0s mais
fortemente associados a doenca (23). Atualmente, tem
sido sugerido que ambos genes DR e DQ influenciam
na susceptibilidade ou protecdo a DM-1, promovendo
efeitos sinérgicos ou antagonistas de acordo com o
haplotipo (24,25).

Em caucasianos, os individuos heterozigotos
HLA-DR3/DR4 apresentam RR mais elevado para o
desenvolvimento da doenga. Em contraste, o antigeno
HLA-DR2 e mais fracamente o HLA-DR5 séo rara-
mente encontrados entre os pacientes com DM-1,
estando associados com resisténcia ao desenvolvimento
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da doenca (26). Em japoneses, os antigenos HLA-DR4
e HLA-DR9 séo os mais frequentes (27,28). No final
da década de 80, foi verificado que os haplotipos HLA-
DR/DQ que conferiam susceptibilidade a doenca ti-
nham caracteristicas peculiares, sendo que o haplotipo
HLA-DRB1*04/DQB1*0302 estava associado ao
desenvolvimento da doenca e o HLA-DRB1*
04/DQB1*0301 ndo estava (23). A diferenga entre o0s
alelos HLA-DQB1*0302 e o DQB1*0301 esta loca-
lizada em uma sequiéncia de nucleotideos, correspon-
dente ao primeiro dominio polimoérfico da molécula
DQQR, onde existem apenas quatro codons responsaveis
pela sintese de aminoécidos presentes no sulco de liga-
¢do da molécula HLA. Um desses cddons, localizado
na posicao 57 nos alelos de resisténcia, apresenta o resi-
duo &cido aspartico. Nos alelos de susceptibilidade, esse
aminoécido ndo é encontrado na posi¢cdo 57, sendo
sugerido que a presenga de um residuo diferente dele
nessa posicdo estaria correlacionada com susceptibili-
dade & doenca. No entanto, em japoneses, a molécula
HLA-DQ que confere susceptibilidade a diabetes apre-
senta acido aspartico na posicdo 57 (29). Estudos uti-
lizando embrifes de camundongos NOD mostram que
a introducdo de genes I-A o/ ou AB, que codificam o
acido aspartico na posicdo 57 da cadeia [3 da molécula
de classe 11, diminuem ou impedem o desenvolvimen-
to da doenca nesses camundongos transgénicos (30).
Atualmente, parece claro que a susceptibilidade a
doenca é muito complexa e envolve a combinagdo de
diferentes alelos de classe 11, promovendo efeitos anta-
gbnicos ou sinérgicos. A figura 6 ilustra essas combi-
nacdes e seus efeitos na susceptibilidade ou resisténcia
ao DM-1.

Em caucasianos, a susceptibilidade ao DM-1
esta associada com os haplotipos HLA-DRB1*03-
DQA1*0501-DQB1*0201 e HLA-DRB1*04-DQA1
*0301-DQB1*0302, enquanto que o haplotipo
HLA-DRB1*1501-DQA1*0102-DQB1*0602 esta
fortemente associado com protecdo contra o desen-
volvimento da doencga (31). Em estudos realizados em
populac@es altamente miscigenadas, como os pacientes
brasileiros com DM-1 da regido Nordeste do Estado
de S3o Paulo, as especificidades HLA-DR3 DR4 e
HLA DQB1*0302 também conferem susceptibilidade
ao desenvolvimento da doenga (32,33).

DOENCA DE GRAVES
A Doenga de Graves (DG) é uma doenca multifatorial

causada pela interposicdo complexa de fatores genéti-
cos, ambientais e constitucionais, levando a perda da
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DRB1 DQA1 DQB1 RR
0403# # # 0301*** 0302*** 0,7
0406# # # 0301*** 0302*** 0,2
0405*** 0301*** 0302*** 34
0405*** 0301*** 0301# # 21
0405*** 0301*** 0401# # 2,5
0401** 0301*** 0302*** 3,0
0301** 0501* 0201*** 7,7
0901* 0301*** 0303# 1,2
1201# 0501* 0301# # 0,2
13# # 01# 0601# 0,1
15# 01# 0602# # # 0,4

*** Altamente susceptivel
** Susceptivel

* Fracamente susceptivel
###Altamente protetor
##Protetor

#Fracamente Protetor
RR - risco relativo

Figura 6. Haplotipos HLA de classe Il e os efeitos sinergis-
ticos e antagonistas dos genes DR e DQ na determi-
nacao da susceptibilidade ou prote¢cdo ao DM-1. Alelos
HLA altamente susceptiveis (***), susceptiveis (**), fraca-
mente susceptiveis (*), altamente protetor (###), prote-
tor (##) e fracamente protetor (#).

tolerancia a antigenos tireoidianos e a iniciagdo de uma
reacdo auto-imune mantida dirigida a tiredide e a anti-
genos orbitais, ainda ndo identificados.

A susceptibilidade genética é sugerida pela obser-
vacdo da incidéncia familiar da doenca. Entretanto, a
concordancia da DG em gémeos idénticos varia de 30 a
50% (34), sendo, porém, bem maior que em gémeos
dizigéticos, que se mostra em torno de 5%. A conclusdo
destes estudos sugere que ambos, genes e o ambiente,
contribuem para o desenvolvimento da doenga.

Estudos populacionais tém demonstrado diver-
sas associacOes entre DG e o polimorfismo dos genes
de MHC. AssociacBes consistentes tém sido demons-
tradas com genes de classe 11, especialmente DR3 em
populacBes caucasianas, procedentes da Europa, Aus-
trélia e Estados Unidos.

Haplotipos diversos parecem estar envolvidos
em diferentes grupos étnicos: HLA-DQA1*0501
(35), HLA-A2 ¢ HLA-DPB1*0501 em japoneses
(36), HLA-B46, HLA-DR9 e HLD-DRB1*0303 em
chineses (37), HLA-A10, HLA-B8, HLA-DQ2 em
indianos (38) e HLA-A10, HLA-DR1 em sulafricanos
(39). Na populagdo brasileira, os alelos HLA-
DRB1*0301 e DQA1*0501 mostram maior envolvi-
mento, conferindo susceptibilidade a doenga, com RR
de 2,8 e 3,74, respectivamente (40).

Estudo recente (41) demonstrou que, quando a
transmissdo do gene de alto risco, HLA-DQA*
0501-DQB*0201, vem de origem paterna, ha maior
susceptibilidade em pacientes jovens de desenvolverem a
doenca tireoidiana auto-imune (Graves ou Hashimoto).
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Em geral, as associagdes com HLA tém demons-
trado RR baixos, mesmo com alelos que apresentam alta
prevaléncia na populagdo geral; contudo, diversos estu-
dos sugerem que a regido HLA contribui com cerca de
20% para susceptibilidade genética a DG (42,43). Estes
achados indicam que o locus HLA, apesar de represen-
tar um fator de risco estabelecido, explica somente uma
pequena fragdo da predisposicdo genética total e que
possivelmente outros genes estdo envolvidos.

A pesquisa de outros determinantes antigénicos
na DG envolve também loci diferentes do HLA. Tém
sido investigados o0s genes envolvidos na resposta
imune, como receptores a e B da célula T (44), anta-
gonista do receptor da IL-1 (45), receptor-2 do fator
de necrose tumoral (37,46), o proteassoma multifun-
cional do MHC de classe | (47). Mais recentemente, 0
polimorfismo do antigeno-4 do linfécito T (CTLA-4)
tem sido associado com a DG em caucasianos e
japoneses (42). Os estudos de outros genes, com
potenciais antigénicos, como 0s auto antigenos
tireoidianos (peroxidase, a tireoglobulina e o receptor
de TSH) foram excluidos por estudos da associagdo e
de andlise de ligagdo (48-51). Com o projeto do
Genoma Humano, outros genes foram identificados
como potencialmente envolvidos na susceptibilidade a
doenca tireoidiana. Eles estdo localizados no cromos-
soma 14931 (6D-1), no cromossoma 20 (6D-2) e no
cromossoma X, porém estes resultados ainda necessi-
tam confirmagdo (52-55).

TIREOIDITE DE HASHIMOTO

A Tireoidite de Hashimoto (TH) é um distarbio au-
toimune decorrente de resposta imune anormal a glan-
dula tiredide, tanto do ponto de vista humoral como
celular. Assim como na DG, a demonstracdo de que
parentes de casos indices tém maior probabilidade para
desenvolverem a doenga indica a existéncia de predis-
posicdo genética. Jenkins e cols. (56) encontraram
evidéncias para a associacdo entre TH e HLA-DR3 e -
DR4 com RR de 2,3 e 1,6, respectivamente, em cau-
casianos. Outros estudos também indicam uma associ-
acdo fraca e heterogénea entre HLA-DR3, -DR4 e -
DR5 no hipotireoidismo auto-imune, seja ele com
bécio ou ndo, o que reflete uma maior heterogenei-
dade das tireoidites auto-imunes ou uma diferenga real
entre os genes de susceptibilidade & doenca, quando
comparados com a DG (57-59).

Estudos envolvendo outros loci mostram fraca
associacdo com a imunoglobulina de cadeia pesada,
tanto em japoneses (60) como em caucasianos (61).
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De maneira similar, polimorfismo para o receptor 3 da
célula T foi encontrado com freqUéncia maior em
pacientes com TH (62). Entretanto, em outra investi-
gacdo, somente houve associacdo com a cadeia o do
receptor da célula T e ndo com a cadeia 3 (63). Outro
importante gene regulatério estudado é o CTLA-4.
Esta proteina é expressa nas células T ativadas e com-
pete com o CD28 para 0s receptores co-estimuladores
B7-1 e B7-2. Ligagdo preferencial do B7 ao CTLA-4
induz regulacdo negativa e silenciamento da célula T
ativada. Funcionamento anémalo deste fator poderia
estar envolvido na auto-imunidade, como tem sido
demonstrado no camundongo deficiente em CTLA-4,
gue desenvolve infiltracdo linfocitaria generalizada em
muitos érgdos (64). Com os relatos do envolvimento
do CTLA-4 com a DG (65), 2 polimorfismos deste
gene foram estudados. O mecanismo de sua potencial
participacdo na patogénese do TH é desconhecido.

DOENCA DE ADDISON

Doenca de Addison (DA), caracterizada pela destrui-
¢do do cortex adrenal e consequiente insuficiéncia
adrenocortical primaria, esta associada com os alelos
DR3 (21,66). Outros marcadores HLA também tem
sido identificados, apresentando uma frequéncia
aumentada e positivamente correlacionados com 0s
haplotipos HLA-DRB1*03-DQA1*05-DQB1*02
(DR3-DQ2) e DRB1*04-DQA1*03-DQB1*0302
(DR4-DQ8). Por outro lado, foi identificado o haplo-
tipo DRB1*01-DQA1*0101-DQB1*0501 (DR1-
DQ5), negativamente associado com a doenga (67).

SINDROME POLIGLANDULAR AUTO-IMUNE

Sindrome poliglandular auto-imune (Autoimmune
Polyglandular Syndrome - APS) foi inicialmente defini-
da como insuficiéncia multipla das glandulas endé-
crinas associada a uma doenga auto-imune. Neufeld e
cols. (68) sugeriram uma classificacdo de 4 tipos prin-
cipais de APS, baseado apenas em critérios clinicos.
APS-1 é caracterizado pela presenca de candidiase
crénica, hipoparatireoidismo crénico e DA, APS-2 fre-
glentemente apresenta a DA, doencgas auto-imunes
tireoidianas e/ou DM-1. Doengas auto-imunes ti-
reoidianas, exceto DA e/ou hipoparatireocidismo, sdo
as principais caracteristicas da APS-3 e, finalmente,
diferentes combinagdes clinicas de doencas auto-
imunes, ndo incluidas nas classificagdes anteriores,
estdo presentes na APS-4 (69).
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Estudos demonstram que APS do tipo 2 e 3
estdo associadas com os alelos HLA DR3/DR4. Por
outro lado, o alelo HLA-DQA*0102 parece ser 0 mar-
cador para a resisténcia as doengas auto-imunes tireoidi-
anas. Estudo recente mostrou que pacientes com APS
do tipo 2 apresentaram freqiiéncias aumentadas dos ale-
los HLA-DQA1*0301 e -DQA1*0501, enquanto que
HLA-DQA1*0301 esta associado com APS tipo 3 (70).

Genes do HLA parecem modificar a expressdo
clinica da sindrome, assim, HLA-A28 ¢é mais freqlente
entre pacientes com hipoparatireoidismo e DM-1 e
HLA-A3 na insuficiéncia ovariana (71). Outros estu-
dos apontam para a importancia do HLA-DR3 e -
DQB1*0201 na APS tipo 2 e, HLA-DR4,
DQB1*0302 quando associada com DM-1 (72).

INSUFICIENCIA OVARIANA PREMATURA

Definida pelo inicio da menopausa antes dos 40 anos,
afeta cerca de 1% das mulheres, ocorrendo em um terco
das mulheres com doengas auto-imunes, tireoidianas
ou ndo (73). Estudo canadense verificou a associacao
com HLA-DR3 (74), porém outros ndo obtiveram
dados similares (75,76). Investigacdes serdo necessarias
para definir a associacdo com os genes HLA.

CONCLUSAO

Como observado, a maioria das doencas enddcrinas
auto-imunes apresentam marcadores HLA de suscepti-
bilidade semelhantes nas populagdes caucasianas, usual-
mente incluindo os grupos de alelos HLA-
DRB1*03/*04 e DQB1*02/0302, sendo que, para 0
DM-1, os RRs conferidos por esses grupos de alelos sdo
mais elevados do que os conferidos por esses alelos nas
outras doengas enddcrinas auto-imunes. Esses achados
indicam que, embora os antigenos e alelos de histo-
compatibilidade estejam envolvidos na patogenia dessas
endocrinopatias, outros fatores genéticos, alguns ja
identificados, também estdo envolvidos. Futuros pro-
gressos possivelmente acontecerdo com os estudos
familiares com mudltiplos membros acometidos, em
andamento em diversos centros, vinculando o uso de
marcadores polimérficos em todo o genoma para iden-
tificar loci de susceptibilidade até agora nao suspeitados.
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