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RESUMO: O Diabetes Mellitus tipo 1 ¢ uma doenca autoimune, que tem
como principal caracteristica a deficiéncia de insulina, devido a destruicio
autoimune das células beta pancredticas. Para desencadear o Diabetes Melli-
tus tipo 1 é necessdrio ter a predisposicio genética e sofrer influéncias do
meio ambiente. Essa predisposicio genética esta associada a diversos genes.
Dentre eles, o sistema de histocompatibilidade humano (sistema de antigenos
leucocitarios humanos - HLA) de classe I merece destaque especial. Os genes
do sistema HLA sdo importantes em transfusdes sanguineas e na genética de
populacdes, no qual tem sido cada vez mais associado como um marcador
genético envolvido na susceptibilidade de vérias doencas. A associacio do
Diabetes Mellitus tipo 1 com o sistema HLA permite avaliar o risco que uma
pessoa portadora de um antigeno ou alelo tem de desenvolver a doenca, ja
que a patologia em questio tem se mostrado cada vez mais acentuada em pai-
ses emergentes, causando impactos negativos e promovendo o ciclo vicioso da
pobreza. Os antigenos e alelos que dio susceptibilidade para esta doenca sio
detectados por métodos sorologicos e biologia molecular. Portanto, o objetivo
deste trabalho foi indicar quais os genes candidatos que conferem predisposi-
¢do para o Diabetes Mellitus tipo 1, além de mostrar a associacio do sistema
HLA com esta endocrinopatia e seus fatores ambientais.

PALAVRAS-CHAVE: Diabetes Mellitus; Doencas Autoimunes; Sistema
HLA

HUMAN LEUKOCYTE ANTIGEN AND
TYPE 1 DIABETES MELLITUS

ABSTRACT: The type 1 diabetes is an autoimmune disease, which main
feature is the insulin deficiency due to auto-immune destruction of pancre-
atic beta cells. Type 1 diabetes is triggered by genetic predisposition and en-
vironmental influences. This genetic predisposition is associated with several
genes. The human histocompatibility system (HLA) class II is among them,
and deserves special attention. HLA system genes are important in blood
transfusions and in genetics of populations, in which have been increasingly
involved as a genetic marker involved in susceptibility to various diseases. The
association of type 1 diabetes with the HLA System allows to assess the risk
that a person carrying an antigen or allele has to develop the disease, since
this pathology has been increasing in emerging countries, causing negative
impacts and promoting the vicious cycle of poverty. The antigens and alleles
that offer susceptibility for this disease are detected by serological methods
and molecular biology. Therefore, the goal of this study was to indicate which
genes show predisposition to type 1 diabetes mellitus, besides presenting the
association of HLA system to this endocrinopathy and its environmental fac-
tors.

KEYWORDS: Diabetes Mellitus; Auto-Immune Diseases; Human Histocom-
patibility System (HLA).
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INTRODUCAO

O Diabetes Mellitus tipo 1 é uma doenca metabolica cro-
nica que tem como principal caracteristica a deficiéncia de
insulina, causada pela destruicio das células produtoras de in-
sulina do pancreas. Este processo, mediado pelo sistema imu-
nologico, proporciona uma permanente hiperglicemia, sendo
caracteristico da patologia, havendo necessidade do portador
administrar insulina artificial (BALDA; PACHECO-SILVA,
1999).

Conforme Ellis e Ballingall (1999), a predisposicio ge-
nética ao Diabetes Mellitus tipo 1 ¢ associada a multiplos ge-
nes, dentre eles, o sistema de histocompatibilidade humano
(HLA) de classe II, que merece destaque especial. Os genes
de histocompatibilidade sio denominados desta forma por-
que quando descobertos eram os genes principais que estavam
relacionados com a rapida rejeicio de tecidos transplantados
entre animais de experimentacio, particularmente os camun-
dongos, cujo sistema chamado de H-2 encontra-se no Major
Histocompatibility Complex (MHC).

O MHC humano representa o conjunto de mais de 200
genes, o qual inclui os genes responséveis por codificar as mo-
léculas de histocompatibilidade, sendo chamado de sistema de
Antigenos Leucocitarios Humanos (HLA). O sistema HLA lo-
caliza-se no braco curto do cromossomo 6, na posicio 6p21.3
e, de acordo com sua estrutura molecular, funcio bioldgica e
distribuicio tecidual, eles podem ser reunidos em dois grupos
de genes classicos, denominados classe I (HLA-A, HLA-B e
HLA-C) e II (HLA-DP, HLA-DQ e HLA-DR) (FERNANDES
et al., 2003).

A regido de classe I codifica as moléculas presentes pra-
ticamente em todas as células nucleadas e em plaquetas. Es-
sas moléculas apresentam os peptideos para os Linfécitos T
CD8+ e interagem com as células Natural Killer na inibicio
da resposta imune. A regido de classe II codifica moléculas pre-
sentes, principalmente na superficie de células imunocompe-
tentes, incluindo macréfagos, células dendriticas, mondcitos,
linfocitos T ativados e linfocitos B, que realizam a funcio de
apresentacio de peptideos para os linfocitos T CD4+. A regido
de classe III do MHC, nao HLA, possui genes que codificam
componentes do complemento (ALVES et al., 2005b).

Os locos do sistema HLA sio altamente polimorficos por
apresentarem uma ampla distribuicio nas frequéncias alélicas,
no qual o alelo mais comum possui uma frequéncia inferior a
99% (DONADI, 2000). Existem centenas de alelos em cada
loco e as combinacdes ao acaso permitem uma acentuada va-
riabilidade genotipica (polialelismo). Uma das possiveis expli-
cacdes ¢ de que o acentuado polimorfismo existe para garantir
a sobrevivéncia das espécies (TURNER, 2004). Essa diversi-
dade e polimorfismo dos genes do sistema HLA e sua partici-
pacio na resposta imune fazem com que ele desempenhe um
papel importante na patogenia de varias doencas autoimunes
(KLEIN; SATO, 2000).

Estudos feitos por membros da Sociedade Brasileira de
Diabetes indicam que essa doenca tem aumentado nas ulti-
mas décadas com proporcdes epidémicas. Porém, no Brasil, a
ultima pesquisa ocorreu em 1988 e indicava uma prevaléncia
média de 7,6% na populacio urbana entre 30 e 69 anos, e

mais 7,8% nessa mesma faixa etaria com tolerancia diminuida
a glicose, ou seja, pré-diabetes.

E uma das doencas cronicas mais comuns entre criancas
e adultos jovens. O Diabetes Mellitus tipo 1 pode se desenvol-
ver em qualquer faixa etdria, sendo mais frequente antes dos
vinte anos de idade. A predisposicio para o desenvolvimento
desse tipo de diabetes em humanos e sua prevencio em mo-
delos animais j4 ¢ uma realidade. Assim, a deteccio de deter-
minados alelos HLA, principais marcadores imunogenéticos
associados com a susceptibilidade ao Diabetes Mellitus tipo 1,
pode ser realizada para avaliar o risco de desenvolvimento des-
ta patologia, principalmente em individuos que apresentam
historia familiar da doenca (FERNANDES et al., 2005).

Para a deteccio dos antigenos e alelos do sistema HLA
existem dois métodos: soroldgico e/ou biologia molecular.
O método soroldgico classico ¢ a microlinfocitotoxicidade,
proposto por Terasaki, que detecta os antigenos leucocitarios
através de citotoxicidade mediada por anticorpo e dependen-
te do complemento. Outro método, que foi bastante utilizado
na década de 80, é a cultura mista de linfocitos, que utiliza cé-
lulas com fenétipo conhecido para definir as especificidades
do sistema HLA. J4 as técnicas de biologia molecular sio mais
frequentes e atuais, por serem mais reprodutivas e especificas,
sendo as mais empregadas: a Sequence Specific Primers (SSP) e
Sequence Specific Oligonucleotides Probes (SSOP). Nestes casos,
o DNA ¢ amplificado pela reacio em cadeia da polimerase
(PCR) (ALVES et al., 20006).

Dessa forma, o objetivo do trabalho foi discutir a suscep-
tibilidade genética da doenca endécrina autoimune Diabetes
Mellitus tipo 1, indicando quais os genes candidatos que con-
ferem predisposicio para o desenvolvimento desta patologia.

2 DESENVOLVIMENTO
2.1 DIABETES MELLITUS

O Diabetes Mellitus ¢ um grupo de doencas metabolicas
provenientes da falta ou incapacidade da insulina desempe-
nhar sua funcio adequadamente, ocasionando alteracoes nos
niveis glicémicos e manifestando, assim, uma hiperglicemia.
Os sintomas decorrentes de hiperglicemia acentuada incluem
perda inexplicivel de peso, polifagia, politria, polidipsia e
infeccoes. Se a hiperglicemia ja estiver na fase cronica pode
haver danos, disfuncdes e faléncia de diversos 6rgaos (GROSS
et al., 2002).

O diagnostico do Diabetes é realizado mais comumente
pelo exame “Glicemia de Jejum”, que mede o nivel de glicose
em jejum. Este teste é realizado através do sangue venoso, e
o resultado ¢ considerado normal quando a taxa de glicose
varia de 70 até¢ 110mg/dl. Se o resultado ficar em torno de
110 a 125mg/dl, o individuo possui glicemia de jejum inapro-
priada. Assim, é importante fazer um novo exame, conhecido
por “Teste Oral de Tolerancia a Glicose”. Para a confirmacio
de um caso positivo para o Diabetes Mellitus, o resultado deve
ser igual ou acima de 126 mg/dl em pelo menos dois exames
consecutivos, ou ainda, se a glicemia for superior a 140 mg/
dl, sendo recolhida em qualquer hora do dia, ja se confirma o
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diagnostico para a doenca (FERRAZ, 2008).

Ha 70 anos, um antropologo de Nova York (EUA), Duper-
tius, empregou pela primeira vez os termos Diabetes Mellitus
tipo 1 e Diabetes Mellitus tipo 2, a partir dos fendtipos que os
pacientes apresentavam. Os primeiros eram bem mais magros
e mais jovens do que os integrantes do tipo 2 (DIB; TSCHIE-
DEL; NERY, 2008). A Associacio Americana de Diabetes rela-
tou que existem cerca de 57 classificacdes etioldgicas diferentes
para o Diabetes Mellitus, no entanto, os mais frequentes sio o
Diabetes Mellitus tipo 1 e o Diabetes Mellitus tipo 2. No pri-
meiro ocorre a destruicio das células beta pancreaticas, e no
segundo ocorrem disturbios na secrecio ou na acio da insu-
lina.

Esse grupo de doencas tem forte relevincia nos ponto
de vista social e econdmico, devido as altas taxas de morbi-
dade, mortalidade e incapacidade para o trabalho (BALDA;
PACHECO-SILVA, 1999). No Brasil, a populacio portadora
de diabetes pode alcancar 10 milhdes em 2010. Um indicador
macroecondmico a ser considerado é que essa doenca cresce
mais rapidamente em paises pobres e em desenvolvimento.
Isso causa um impacto muito negativo, pois contribui para o
ciclo vicioso da pobreza e da exclusio social. Para os portado-
res, ha uma reducio considerivel na expectativa e na qualida-
de de vida (BRASIL, 2006).

Em decorréncia do aumento progressivo dos pacientes
diabéticos, a patologia tem se tornado um problema de sau-
de publica. Ela ¢ considerada uma das doencas crénicas que
afetam a populacio contemporinea devido a alta taxa de urba-
nizacdo, industrializacio, dietas hipercaldricas, sedentarismo,
obesidade, estresse e mudancas no estilo de vida. O ideal seria
manter um comportamento saudavel em relacio ao estilo de
vida desde a infancia, retardando ou prevenindo doencas e

enfermidades na idade avancada (ORTIZ; ZANETTI, 2000).
2.2 DIABETES MELLITUS TIPO 1

O Diabetes Mellitus tipo 1 é uma doenca autoimune de-
vido a destruicdo seletiva das células beta pancreaticas. Ela é
uma doenca multifatorial, dependente da interacio entre res-
posta imunoldgica, predisposicio genética e fatores ambien-
tais (SESTERHEIM; SAITOVITCH; STAUB, 2007).

Essa patologia é resultado de um processo autoimune espe-
cifico contra as células beta do pancreas, mediado pelos linfo-
citos T, ou seja, o corpo falha no reconhecimento das células
beta como proprias do organismo e as destréi por meio de an-
ticorpos ou células brancas do sangue. A sua incidéncia parece
estar aumentando em todas as populacdes, resultando numa
grande disparidade entre diferentes grupos étnicos devido a
fatores genéticos e a fatores ambientais (DIB; TSCHIEDEL;
NERY, 2008).

Sua evolucio natural é composta por quatro fases distintas:
a primeira delas ¢ a pré-clinica, na qual ocorre a autoimunida-
de contra as células beta pancredticas, diminuindo progressiva-
mente a secrecdo de insulina. A segunda é o aparecimento dos
sintomas, portanto, ¢ o inicio do diabetes clinico. A terceira
fase ¢ a remissdo transitdria e a quarta e ultima fase é marcada
por complicacdes, podendo levar a ¢bito (EINSENBARTH,;
JEFFREY, 2008).

Essa doenca ¢ responsavel por no maximo 10% dos ca-
sos avaliados e diagnosticados como Diabetes Mellitus tipo 1.
Aproximadamente 40% dos portadores tém idade inferior a
20 anos quando sua primeira manifestacio ocorre, tornan-
do-a uma das patologias mais comuns, cronicas e com grande
indice de gravidade na infancia INZUCCHI et al., 2007).

Essa endocrinopatia é mais prevalente na infincia, com
grande incidéncia e acometimento cada vez mais precoce. Nos
ultimos anos observaram-se avancos no conhecimento desta
doenca. Portanto, acredita-se que o Diabetes Mellitus tipo 1
seja um conjunto de disturbios genéticos heterogéneos que se
expressa por fenotipos semelhantes, onde a interacio genética
e fatores ambientais promovem o desencadeamento do pro-
cesso autoimune (TANNUS et al., 2007).

De acordo com os aspectos genéticos do Diabetes Mellitus
tipo 1, percebe-se que ¢ uma doenca com heranca poligénica
complexa, pois foram descritos mais de 20 loci que podem
dar susceptibilidade ao seu desenvolvimento (FERNANDES
et al., 2003). A regido do sistema antigeno leucocitdrio huma-
no (HLA), encontrada no complexo principal de histocom-
patibilidade (MHC), localiza-se numa regido do braco curto
do cromossomo 6 (21.3), constituindo o l6cus de susceptibi-
lidade para o Diabetes Mellitus tipo 1. Além disso, a doenca
atinge igualmente ambos os sexos, mas, em localidades com
alta prevaléncia da patologia, atinge principalmente homens
com mais de 20 anos (SILVA; MORY; DAVINI, 2008).

Os fatores ambientais atuam como modificadores da do-
enca, servindo como “gatilhos”. Os principais sio infeccoes
virais (citomegalovirus, rubéola, caxumba, sarampo), dieta
precoce na infincia (introducio de ingredientes do leite de
vaca, cereais e gluten) e toxinas (derivados de N-nitroso).
Além disso, administracio de vacinas, estresse emocional, in-
fluéncias climaticas, sazonalidade, agentes sanitarios e acesso
aos cuidados da satde influenciam (SESTERHEIM; SAITO-
VITCH; STAUB, 2007).

A populacio brasileira ¢ muito variada, tanto na questio
étnica como na questio genética, devido ao resultado do en-
contro de genes oriundos de caucasianos, africanos e indios
americanos. Grande parte dos caucasianos é proveniente de
paises europeus. Os africanos vieram para ci na época da colo-
nizacio brasileira, em navios negreiros provenientes da Africa
Equatorial. Os grupos indigenas sdo das tribos Tupi e Tapuia.
Dessas etnias surgiram as misturas: caboclo (caucasianos com
indios), mulato (caucasiano com africano) e cafuso (africano
com indio). Devido a essa diversidade e grande extensio terri-
torial do Brasil, ocorre o predominio de diferentes populacdes
em diferentes regides do pais. Por isso, hd a necessidade de se
estudar mais a fundo os genes que predispdem ao Diabetes
Mellitus tipo 1 (ALVES et al., 2006).

Os fatores imunolégicos que participam desta patogenia
sdo mecanismos celulares e mecanismos humorais. Os meca-
nismos celulares sdo células que constituem o sistema imu-
noldgico, como os linfocitos T (CD4+ e CD8+), linfocitos B
e as células apresentadoras de antigeno (macréfagos e células
dendpriticas). Nos mecanismos humorais, participam autoan-
ticorpos especificos para antigenos das ilhotas pancreaticas
(FERNANDES et al., 2005).

Portanto, a predisposicio da etiologia autoimune é carac-
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terizada pela presenca de autoanticorpos contra constituintes
da célula beta pancreitica, acarretando sua autodestruicio
(CESARINI et al., 2003). A destruicao das células produtoras
de insulina pode ocorrer através de um processo denominado
insulite, e essa destruicio em massa acontece devido as agres-
sdes imunoldgicas mediadas por células linfocitarias, macro-
fagos e células NK ou “Natural Killer”. Desta forma, conse-
quentemente as células beta se atrofiam e perdem a sua funcio

(BALDA; PACHECO-SILVA, 1999).

2.3 SISTEMA DE ANTIGENOS LEUCOCITARIOS HU-
MANOS (HLA)

O Complexo Principal de Histocompatibilidade (CPH) ¢é
uma familia de proteinas de membranas complexas, codifica-
das por um conjunto especifico de genes, que esta presente em
todas as células nucleadas do organismo, sendo responsavel
pela apresentacio dos fragmentos de antigenos processados.
Essas proteinas sio diferentes nas pessoas, pois ha uma varieda-
de de alelos que um individuo pode herdar (SILVERTHORN,
2003). Portanto, representa o conjunto de genes responsdvel
pela codificacio das moléculas de histocompatibilidade nas
espécies, e no ser humano ¢ chamado de sistema HLA (Anti-
genos Leucocitirios Humanos) (DONADI, 2001).

A nomenclatura dos genes que compdem o sistema HLA
foi proposta pelo Comité de Nomenclatura do Sistema HLA
da Organizacio Mundial da Satide com o intuito de facilitar
a compreensido do complexo génico e padronizando-o. Além
disso, eles se reinem periodicamente para nomear alelos des-
cobertos e rever a nomenclatura vigente (ALVES et al., 2006).

Até a década de 80, usavam-se métodos sorologicos para de-
tectar antigenos e alelos nio especificos. Portanto, nomeiam-
se os antigenos com o prefixo HLA seguido de letras maiuscu-
las para denominar o lécus génico e um ou dois digitos para
a identificacio numérica do antigeno (HLA-A1, HLA-A10,
HLA-B27). A letra w, que significa workshop, diferencia o locus
C (HLA-Cwl, HLA-Cw4) do sistema complemento (C3, C4,
C5). Com a introducio da biologia molecular, acrescentou-se
um asterisco para a nomeacio da classe I. Em seguida, a letra
maiuscula identificadora do locus génico, depois, dois digitos
referindo-se 4 tipificacio soroldgica do antigeno, além dos dois
digitos seguintes que identificam os alelos (HLA-A*0201). Na
classe 11, os genes que codificam as cadeias alfa e beta sdo re-
presentados por letras maiusculas “A” e “B”, apos a designacao
do lécus génico. Em seguida ¢ adicionado um algarismo repre-
sentando o gene. No caso dos loci -DQ e -DP, acrescenta-se a
letra “A” ou “B” (HLA-DQA, HLA-DQB); para o l6cus -DR,
acrescenta-se apenas a letra “B”, por essa ser a sua cadeia poli-
moérfica (HLA-DRB). Como algumas regides possuem diversos
genes, cada locus ¢ seguido de um algarismo para represents-
lo, do asterisco e dos quatro digitos (HLA-DRB1*0101). Usa-
se a letra N (nulo) designando que o gene nio promove sintese
de proteina (ALVES et al., 2005b; FERNANDES, 1999).

As moléculas de histocompatibilidade sio glicoproteinas
de superficie que apresentam em comum trés porcdes: a pri-
meira é a citosolica, que esta voltada para o interior da cé-
lula, responsével pela transducio de sinais intracelulares. A
segunda ¢ a transmembrana que mantém a molécula acoplada

a camada bilipidica, e por fim a terceira porcio, extracelular,
sendo a maior e responsével pela apresentacio de peptideos ci-
tosolicos/enddgenos das células T. Essas moléculas tém como
principal funcio apresentar os peptideos antigénicos para o
reconhecimento dos receptores dos linfocitos T (DONADI,
2000; 2001).

O Complexo Principal de Histocompatibilidade (CPH)
contém locos genéticos envolvidos na rejeicdo de tecidos estra-
nhos ou nio proprios, por representarem o conjunto de genes
responsaveis pela codificacio das moléculas de histocompati-
bilidade. Nos seres humanos, essa regiio esta localizada no
braco curto do cromossomo 6 (FERNANDES et al., 2003),
nos intervalos 6p21.31 e 6p21.32.1, possuindo 4 milhoes de
pares de bases (NAIK, 2003).

O sistema HLA ¢ dividido em trés regices: Classe I, Clas-
se II e Classe III. Os genes agrupados da classe I e classe 1I
estio separados pelos genes da classe III. As moléculas que
compdem a Classe I contém os locos HLA-A, -B e -C, que
codificam moléculas presentes em quase todas as células nu-
cleadas e estio relacionadas ao processamento e a apresenta-
cdo de antigenos intracelulares. As que constituem a Classe
II possuem os locos HLA- DR, -DP e -DQ, que codificam
moléculas presentes, principalmente na superficie de células
imunocompetentes como macrdfagos, células dendriticas, mo-
nécitos, linfocitos T ativados e linfocito B, além de atuarem
no processamento e apresentacio de proteinas extracelulares.
E as moléculas da regiio chamada Classe III codificam com-
ponentes do sistema complemento e sio responsaveis por pro-
teinas importantes na resposta imune (ALVES et al., 2005a;
SILVA; MORY; DAVINI, 2008).

Segundo Donadi (2001), essa regidio é altamente poli-
morfica. Alguns genes apresentam variacoes em diferentes
membros da populacio com frequéncias estaveis, geralmente
inferiores a 99%, mostrando o polimorfismo genético. Por
isso, cada variacio de um gene polimérfico é denominada de
alelo e cada locos possui centenas de alelos e as combinacoes
ocorridas ao acaso permitem a variabilidade genotipica para
garantir a sobrevivéncia das espécies (TURNER, 2004). O
polialelismo do sistema HLA faz com que a sua participacio
na resposta imunoldgica seja importante na patogenia de di-
versas doencas autoimunes (KLEIN; SATO, 2000; DONADI,
2001; FERNANDES et al., 2003).

2.4 ASSOCIACAO DO SISTEMA HLA COM DOENCAS
AUTOIMUNES

Muitas doencas autoimunes mostram associacio a presen-
ca de genes HLA particulares. Um unico gene HLA pode estar
associado a um aumento no risco de diversas doencas autoi-
munes (DOAN et al., 2008). Entretanto, quando fazemos essa
associacio, vale lembrar que nem todos os individuos porta-
dores de alelos que conferem susceptibilidade a determinadas
doencas irdo desenvolvé-as, e alguns individuos portadores
de alguma patogenia ndo possuem antigenos ou alelos asso-
ciados a ela (VAN ROOD, 1993).

Muitas dessas patologias autoimunes possuem mecanis-
mos complexos envolvendo diversos fatores, iniciando com a
susceptibilidade genética associada aos genes do sistema HLA,

Revista Saude e Pesquisa, v. 2, n. 2, p. 233 -239, mai./ago. 2009 - ISSN 1983-1870



Semzezem e Oliveira

237

eventos ambientais e resposta autoimune com a presenca de
autoanticorpos e/ou linfécitos autorreativos, ocasionando
anormalidades no metabolismo (FERNANDES et al., 2003).

As doencas autoimunes afetam uma pequena parcela da
populacio, aproximadamente 5 a 10%. Essas doencas multifa-
toriais incluem fatores genéticos e ambientais. Os individuos
que herdam determinados alelos possuem maiores risco de
desenvolver doencas como as endocrinopatias. Neste caso,
apresentam susceptibilidade e os que nio herdam possuem
maior protecdo. Porém, isso depende das combinacdes entre
os alelos que, devido ao polimorfismo do sistema HLA, ocor-
rem nas diferentes populacoes, tornando-se muito variavel.
Desta maneira, nem sempre os marcadores que se aplicam a
um determinado grupo populacional se repetem em outros,
destacando a variabilidade que existe em ambos (ALVES et
al., 2005b).

Os antigenos ou alelos do sistema HLA sio associados e
estudados em relacio a varias doencas. Para isso, sio feitos
estudos populacionais e familiares. A obtencdo dos resultados
¢ através do célculo do risco relativo, que indica a forca da
associacio do HLA com a doenca. E o risco de desenvolver
a doenca quando o antigeno estd presente comparado com
o risco de ndo desenvolver a doenca quando o antigeno esta
ausente. A fracio etiologica estima em porcentagem a suscep-
tibilidade da doenca, e ¢ calculada nos casos em que o risco re-
lativo é maior que 1. A fracdo preventiva estima a porcentagem
de protecio contra a doenca, e ¢ calculada nos casos em que o
risco relativo ¢ menor que 1. Por fim, o risco absoluto é o risco
real do portador de determinado marcador vir a desenvolver a

doenca (DONADI, 2001).

2.5 ASSOCIACAO DO SISTEMA HLA COM O DIABE-
TES MELLITUS TIPO 1

Muitos estudos sugerem que a susceptibilidade genética
para o Diabetes Mellitus tipo 1 estd associada a presenca de
antigenos de histocompatibilidade, ou seja, ao sistema HLA
(CESARINI et al., 2003). A associacio desta patologia com o
sistema imunoldgico esta bem definida, principalmente os ale-
los da classe II, pois determinadas combinacdes de alelos HLA
conferem susceptibilidade ou protecio a endocrinopatia. As
regides HLA-DR e -DQ associam-se com essa doenca em todos
os grupos estudados (ALVES et al., 2006).

A primeira associacio entre o sistema HLA e o Diabetes
Mellitus tipo 1 foi demonstrada para HLA-B8 e/ou B15. Po-
rém, com o avanco tecnoldgico foi possivel detectar rapida-
mente esses alelos e explica-los através da sequéncia génica. As
moléculas que compdem o sistema HLA possuem semelhan-
cas com uma estrutura ordenada de moléculas relacionadas.
Os genes das moléculas HLA de classe I e II codificados no
braco curto do cromossomo 6 tém como caracteristica o fend-
meno do desequilibrio de ligacio, ja que alguns alelos em um
haplotipo tendem a ser herdados juntos, pois a frequéncia de
recombinacdo em certas partes do complexo HLA ¢é bastante
reduzida em comparacio a outras partes do genoma humano.
O desequilibrio de ligacdo é um fator importante quando se
analisa a associacdo do sistema HLA com uma doenca, no caso
o Diabetes Mellitus tipo 1. A alternativa para se estimar a pre-

disposicio ¢ através da ligacdo genética (INZUCCHI, 2007).

A susceptibilidade genética ao Diabetes Mellitus tipo 1 ¢é
herdada. Portanto, individuos com parentes de primeiro grau
afetados possuem maior risco de desenvolver tal doenca. Os
principais marcadores genéticos envolvidos na apresentacio
de antigenos das ilhotas e no controle da resposta imune sio
os loci HLA-DQ e -DR. Os determinantes ambientais mais
estudados sdo: infeccdes virais, dieta precoce na infincia e
toxinas. Porém, outros fatores nio-genéticos podem alterar a
doenca (SESTERHEIM; SAITOVITCH; STAUB, 2007).

As células beta do pancreas sio destruidas por causa dos
linfécitos T CD4, mediante ativacio dos macrofagos, e por
linfocitos CDS8, por efeito citotdxico direto contra antigenos.
Esses mecanismos imunitarios aparecem pela existéncia de an-
ticorpos contra as células beta, modulados a fatores genéticos,
relacionados a expressao de genes do sistema HLA de classe
11, principalmente HLA-D (BRASILEIRO FILHO, 2006).

As moléculas HLA de classe II sio fundamentais para a
resposta imune do ser humano, e essa associacio com o Diabe-
tes Mellitus tipo 1 pode apresentar peptideos diabetogénicos,
os quais estio localizados no HLA-D, nas sub-regices DQ e
DR. No entanto, a apresentacio do antigeno pelas diferentes
moléculas HLA-DR ou DQ pode contribuir de modo varidvel
para o desenvolvimento da doenca. Dados atuais sugerem que
certos alelos DQ estio mais associados com a patologia do
que os alelos DR (INZUCCHI, 2007).

A literatura mostra que as moléculas HLA-DR e HLA-DQ
estdo associadas ao Diabetes Melitus tipo 1 em diversos grupos
étnicos, em especial, HLA-DQB1*0302 ¢/ou DQB1*0201. Em
caucasianos, HLA-DRB1*0301 - DQA1*0501 - DQB1*0201
e DR4 - DQA1*0301 - DQB1*0302 confere susceptibilidade
e HLA-DRB1*1501 - DQA1* 0102 - DQB1*0602 associa-se
mais & protecio. Em japoneses, os antigenos HLA-B54 ¢ DR4
propiciam o desenvolvimento da doenca. Nos chineses, HLA-
DQB1*0201 promove o desencadeamento da patologia. Na
populacio brasileira, HLA-DR3 e DR4 tinham maior suscep-
tibilidade, assim como heterozigotos HLA-DR3/4.

No Brasil, a miscigenacio é muito grande, resultando
numa diversidade de alelos e antigenos nas determinadas re-
gides do pais, pois o alelo ou antigeno pode ser determinante
num ponto e nem existir no outro. Os estudos devem ser mais
amplos e atingir todas as regides para alcancar um objetivo,
aplicando métodos preventivos para a doenca.

2.6 METODOS DE DETECCAO

Como a variabilidade genotipica do sistema HLA ¢é gran-
de, sdo necessarios métodos eficazes para a deteccio dos an-
tigenos ou alelos que o constituem. De acordo com Alves e
colaboradores (2005a), este sistema pode ser estudado por
métodos soroldgicos e por biologia molecular.

O método classico de identificacio dos antigenos que
compdem o sistema HLA ¢ o de citotoxicidade celular media-
da por anticorpo e dependente de complemento, sendo tam-
bém denominado de método soroldgico. Ele acontece através
da reacio de um anticorpo anti-HLA, que ¢ obtido a partir de
individuos politransfundidos ou de mulheres multiparas com
a molécula HLA presente na superficie celular. Depois da rea-
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cio antigeno-anticorpo, ocorre a lise celular em consequéncia
da incubacio com o complemento, ocasionando uma reacio
positiva (FERNANDES et al., 2003).

Entre os anos 80 e 90 ocorreram muitos avan¢os nos pro-
cessos de tipificacio dos alelos do sistema HLA, usando o
DNA genomico. Apds muitos estudos, chegaram a biologia
molecular, na qual se enquadram o SSP e o SSOP (DONADI,
2000). Ao longo dos avancos da biologia molecular na tipifi-
cacio do polimorfismo do HLA, ndo sdo os antigenos que sio
identificados nas superficies celulares, mas sim os grupos de
alelos individualmente presentes no DNA (DONADI, 2001).

A técnica mais utilizada é a reacio em cadeia da polime-
rase (PCR), que foi desenvolvida pelo geneticista Kary Mullis
(SAIKT et al., 1985). Essa técnica permite sintetizar rapida-
mente uma grande quantidade de um determinado fragmento
de DNA. Basicamente, esse método se baseia no processo de
replicacio de DNA in vivo. Durante a reacio em cadeia da po-
limerase, sio usadas elevadas temperaturas de forma a separar
as moléculas de DNA em duas cadeias simples, permitindo a
ligacdo de oligonucleotideos iniciadores, ou seja, os primers
também em cadeia simples e normalmente constituidos por
15 a 30 nucleotideos obtidos por sintese quimica. Para a am-
plificacio de uma determinada regido sdo necessarios dois
iniciadores complementares das sequéncias que flanqueiam
o fragmento de DNA a amplificar, nos seus terminais 3, ou
seja, o grupo 3 °-OH tem que estar livre, para que a enzima
DNA polimerase atue durante a sintese da cadeia complemen-
tar, utilizando como molde cada uma das duas cadeias simples
constituintes do DNA a amplificar.

Para a realizacio da técnica, precisa-se de pequenas quan-
tidades de DNA alvo, tampio salino contendo a enzima poli-
merase, primers, quatro desoxinucleotideos constituintes do
DNA e o co-fator Mg?+. Essa mistura ¢ submetida a diversos ci-
clos de amplificacio que consistem em desnaturar o DNA alvo
pelo calor, separando as duas cadeias. Associando os iniciado-
res por ligacdes de hidrogénio ao DNA alvo em cadeia simples,
permite a associacio através do arrefecimento. A extensio dos
iniciadores se d4 através da sintese da cadeia complementar de
cada cadeia molde, catalisada pela DNA polimerase.

Tal processo envolve esses passos e é repetido diversas ve-
zes, sendo possivel aumentar a concentracio de DNA duas
vezes a cada ciclo. Para que aconteca esse procedimento foi
criado um aparelho denominado de termociclador, e para a
realizacio dele sdo utilizadas DNA polimerases termoestaveis,
que atuam em altas temperaturas, levando a um aumento na
especificidade da reacdo. O resultado da PCR pode ser visuali-
zado em gel de agarose ou de poliacrilamida.

No método SSP sio realizadas varias reacdes de amplifi-
cacio, na qual cada uma contém um par de iniciadores capaz
de detectar um grupo de alelos ou um alelo. Os produtos da
amplificacio sio submetidos a eletroforese em gel de agarose
contendo brometo de etideo, que ¢ uma substincia fluores-
cente capaz de intercalar-se no DNA. No método SSOP, usa-se
um par de iniciadores construidos para amplificar uma regido
genérica de um gene. Em seguida, o DNA amplificado ¢ hibri-
dado com sondas de oligonucleotideos capazes de reconhecer
os diversos grupos de alelos dos genes ou alelos especificos.
Nesse método, o DNA amplificado ¢ desnaturado e fixado em
membranas de nailon. As sondas marcadas com material ra-

dioativo ou substincia fluorescente sio hibridadas aos DNA
fixados nas membranas quando incubadas a temperaturas
adequadas.

Os genes do Sistema HLA podem ser identificados através
de marcadores moleculares que sio caracteristicas do DNA
promovendo a diferenciacio entre os individuos. Além disso,
sdo herdados geneticamente. Assim, marcadores que se apli-
cam a uma populacio nem sempre se repete em outras. Por
isso a analise deve ser individual, para que se perceba a par-
ticularidade de cada uma delas. Atualmente, existem diversas
técnicas que possibilitam mostrar a variabilidade do DNA.
Variam também quanto a habilidade de detectar diferencas
entre os individuos, custo, facilidade de uso, consisténcia e
repetibilidade.

3 CONSIDERACOES FINAIS

O estudo da associacio do sistema HLA com o Diabetes
Mellitus tipo 1, demonstra como é grande a preocupacio bio-
logica, médica e social de tal doenca. As adversidades sofri-
das com o passar do tempo no que se refere ao método de
deteccio dos antigenos e, mais tarde, dos alelos, permitiu a
obtencio de maiores certezas nos diagnésticos, além de con-
tribuir para o melhor entendimento dos alelos com a propria
patologia autoimune.

De acordo com os autores citados no decorrer do traba-
lho, os alelos que promovem a maior susceptibilidade, ou seja,
aqueles que oferecem maior risco de desenvolver a doenca,
sdao aqueles do grupo DRB1*03 e DRB1*04, assim como os
heterozigotos, ao contrario do alelo HLA-DQB1*02, que per-
mite ao portador deste possuir protecio a patologia.

Entretanto, ser portador destes alelos nio significa que o
individuo ird desenvolver a doenca, da mesma maneira que
ser portador do alelo de protecio nio indica que o individuo
nunca desenvolvera a patogenia em questio. Muitos outros
fatores estdo envolvidos, além da questio genética.

Observou-se também, no presente estudo, que as distri-
buicoes geogréficas, étnicas e ambientais parecem estar en-
volvidas com o processo de desenvolvimento patoldgico do
Diabetes Mellitus tipo 1.

Enfim, o Diabetes Mellitus tipo 1, ¢ uma doenca comple-
xa, que envolve fatores genéticos e ambientais, que resulta na
destruicio autoimune das células beta. Avancos na biologia
molecular e na imunogenética trouxeram grandes contribui-
cdes para ampliar o conhecimento da patogenia.
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