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1. Introdugao



1. Introducao

1.1. Constituicac e Doenca Tireoidiana

As caracteristicas morfoldgicas, fisiologicas e
psicoldgicas prdprias de cada individuo definem, no conjun-
to, a sua constituicao individual. Tipos constitucionais sao
definidos pela reunido, em grupos, de individuos que apresen
tam caracteristicas homogéneas, principalmente  anatomicas,
gue os diferenciam das de outros grupes. O fundamental do
gue chamamos constituigi3o é o gendtipo de cada individuo. No
momento da fecundagao fica determinado se © novo ser sera do
tipo asténico ou atlético. Em gémeos univitelinos nunca se
observou dissociagl8o de tipos constitucionais. Muitos equi-
param a constituig3o ac gendtipo e, para J. BAUER, princi-
palmente a Patologia Constitucional equivalia & Genética
Aplicada. Muitos outros, como RUOSSLE, ja admitiam que os fa-
tores ambientais influem também sobre a constituigdo, dando
como resultado o fendtipo. KRETSCHMER, grande estudioso dos
problemas constitucionais e defensor do conceito heredita-
rio da constituicgao, afirmou: "Por constituigao entendemos o
conjunto de todas as gualidades individuais baseadas na he-
ranca, isto é, de raiz genotipica. Como € natural, o inves-
tigador nuncese podera separar, rigorosamente, do conceito de
constituicio as modificaglbes da predisposigac hereditaria
ocasionadas por estimulos externos, para nac cair em defini-

coes artificiais e ildgicas, pois que tude vive se fez como



produto da reacac entre a heranga e o meio-"ambiente".

0 termo predisposi¢ac indica gque um organismo,
ou parte do mesmo, estid de alguma forma mais exposto ao ris-
co de adgquirir uma doenga. Nao ha nenhuma doenga gue afete
exclusivamente a um unico tipo constitucional; somente se po
de indicar maior ou menor predisposigac a contrair algumas

doengas nos diferentes tipos.

Com relacao as doencgas tireocidianas, estd per-
feitamente demonstrada, por investigagdes familiares e em gé
meos, a importéncia da heranga como fator preponderante na
doenca de Basedow Graves e nas outras formas de hipertireoi-
dismo. Ja clinicos antigos como CHVOSTEK ressaltaram a impox
tancia dos fatores constitucionais para a eclosdc da doenga
de Basedow-Graves e H. ZONDEK expressou, de forma enfatica,
gue "nao se faz hipertireoidec © que guer, mas sim o que po-

é@!!

Entre gemeos identicos, a doenga ocorre em #mbos
os membros do par em proposigac maior que seria a espcrada
para a populacd@o geral (MARTIN, 1%45). A concordancia para
expressac da doenca foi observada em 40 de 170 pares de gée-
meos idénticos (incidéncia de 23%) (WILROY & ETTELDORF,
1971). A porcentagem de concordancia para gémeos nac idénti-
cos é semelhante a encontrada para os demais graus de paren-
tesco em familias de individuos com a doenga (ROITT & DO~
NIACH, 1967); entretanto, a ocorréncia de discordancis em
77% torna evidente gue fatores nao genéticos mas ambientais
estao também envolvidos. Estudos epidemioldgicos recentes,

tem apontado o papel das infeccOes na patogénese da doenga



de Graves, onde nos pacientes, tem sido constatadc uma alta
incidéncia de anticorpos especificamente para a bactéria Yer
sinia Enterocolitica e a determinados agentes virais  (Sa-

FRAN et al., 1987).

1.2. Doenca de Basedow-Graves

0s termos hipertireoidismo e tireotoxicose sao
usualmente utilizados para identificar conjuntce de altera-

coes fisioldgicas e bioguimicas conseglentes a exposigao dos

tecidos a quantidades excessivas de hormonios tireoidianos. .

Esse conjuntc de alteragOes é acompanhado em geral de hiper-
plasia difusa da glandula tireocidiana muitas vezes associada
& alteracdes oftdlmicas especificas {(MARGOLICK et al., 1988)
2 doenca foi descrita pela primeira vez por PARRY em 1786
e depois por GRAVES e BASEDOW entre 1835 e 1843. MORIUS em
1887 identificou o hipertireoidismo como sendo a caracteris-

tica fundamental da doenga.

A doenga de Graves € relativamente comum o©COY-—
rendo especialmente nas 32 e 48 décadas da vida, mais fre-
guentemente no sexo feminino (8:1) (HOLLINGSWORTH et al.,

1972).

Classicamente se atribui a doenga o desajuste
nos mecanismos homeostdticos que normalmente regulam a secre
c3o de hormdnio tireoidiano de forma a adequé-lo as necessi-

dades fisioldgicas dos tecidos periféricos (GRAVES, 1940).

S@o manifestagoes clinicas comuns o exoftalmo,

-



bécio por aumento difuso bilateral da tiredide, tremor fino
das extremidades, instabilidade emocional, sudorese excessi=-
va, intolerdncia ao calor, palpitagdes, hipercinesia, ema-
grecimento desproporcionado 3 ingestdoc de alimentos e outros

sinais e sintomas (FARID, 1981}.

1.2.1. Doenca de Basedow-Graves e Auto-Imunidade

0 achado de anticorpos para tireoglobhulina no sg
ro de pacientes com doenga tireoidiana auto-imune por ROITT
et al., em 1956, marcou o inicio das investigagoes sobre a
natureza dessa doenga. ROSE & WITERBSKY foram capazes, tam-
bem em 1956, de demonstrar que lesdoes similares podem ser
produzidas em animais por imunizacdo com antigenos tireoidia
nos homslogos, misturados com adjuvante de Freund. Subsequen
temente um grande numero de anticorpos a componentes do te-
cido tireoidianoc normal fol descoberto nos soros dos pacien-

\\

tes (ROITT et al., 1956: ROSE & WITEBSKY, 19%6).

Muitos fenomenos de natureza auto-imune foram
descritos na doenga de Graves: hiperplasia timica, linfo-
-adenopatia, esplenomegalia, infiltragao linfocitaria da
tiredide e tecidos retro-orbitais, beneficio terapeutico com
uso de agentes imuno-supressores e esterdides, associagao
com outras doencas auto-imunes: miastenia gravis, anemia per
niciosa, artrite reumatdide e tirecidite de Hashimoto (VOL-
PE et al., 1972). H& também registro de gémeos idénticos, um
com a doenca de Graves e outro com tireoidite de Hashimoto

(VOLPE et al., 1974).



A primeira evidencia para estimulador circulan-
te no sangue para fungao tirecidiana na doenca de Graves foi
publicada por ADAMS & PURVES em 1958, guando descreveram um
"long-acting thyroid stimulator". O bio-ensaic inicial wusa-
do para esse fim utilizou a cobaia, mas foli depois padroni-
zado por McKenzie em camﬁndongo (McKENZIE, 1958). 0 ensaio
depende da capacidade do soro do paciente em produzir libe-
ragao de iodo radioativo a partir de glandulas tireoidianas
de camundongo. Como o TSH produzia pico em duas horas, en-
quanto que o soro de Graves o fazia a 9-12 horas com padrao
mais sustentado de estimulagao, a atividade foi denominada
"long-acting thyroid Stimulator” (LATS). Essa atividade es-
tava associada com a classe TgG do soro {(KRISS et al., 1964;
MEEK et al., 1964) e inicialmente foi demonstrada em 50 a
60% dos pacientes com doenga ativa. ADAMS & KENNEDY, em 1971,
demonstraram gue a maioria dos soros LATS-negativos conti-
nha também imunoglobulinas que, embora n3oc se ligassem e es-
timulassem a tiredide de camundongo, podiam entretanto fi-
xar-se em tiredide humana e inibir competitivamente a liga-

g¢ao de outras imunoglobulinas estimuladoras da tirecide.

Progresso importante foi o desenvolvimento de
ensaico de radiorreceptor para a detecgac de imunoglobulinas
estimuladoras da tiredide (SMITH & HALL, 1974). O ensaio ti-
nha por base a capacidade do soro ou de imunoglobhulinas sé-

1251~TSH na ligagaoc ao seu receptor ou

ricas competirem com
a membranas de tiredide humana. Com este ensaio, 60 a 100%
dos soros apresentavam anticorpos circulantes anti-receptor

para TSH. Outros ensaiocs foram posteriormente propostos ba-

seados na capacidade de estimular a tiredide.



Com técnicas de maior sensibilidade & possivel
detectar o anticorpo TRab, (CNATA, 1987) em praticamente to
dos os soros de pacientes com a doenca de Graves (KRAIEM et
al., 1987). H& correlagado entre os niveis de TRab e os va-
rios graus de hiperfungdo tireoidiana (ZAKARIJA & MCKENZIE,

1987).

1.3. 0s Mecanismos Efetores na Doenca de Graves

Certamente vdrios s3o os fatores a serem consi
deracdos na fisiopatologia da doenga, a qual, depende para
sua expressao de associagdes de natureza imunoldgica ain-
da nao claramente determinadas; neste contexto tem sido en-
focado basicamente: o papel do liﬁfécito T, a express%o
aberrante das moléculag CHP, o paéel do anticorpo antiidig

tipo.

1.3.1. 0 Papel do Linfocito T

Os estudos sobre a imunidade mediada por célu-
las na fisiopatologia da doenga de Graves tém-se revelado
de méxima importdncia devido a infiltragdoc linfocitica na
glgndula da tiredide, comprovada histoclogicamente eﬁ pacien
tes com essa doenga, Os linfdcitos B na glandula da tiredi-
de produzem uma quantidade significativa de auto-anticor-

pos, enquanto que os linfdcitos T desempenham um papel wvi-



tal nesta produgao, através da agao dos linfdcitos T auxi-
liadores (TH), que, por sua vez, sao regulados pelos 1info-
citos T supressores (TS) (TOTTERMAN, 1979). A guantifica-
cao das subpopulagoes de celulas - T foi realizada utili-
zando-se diferentes técnicas com a finalidade de documen-
tar e caracterizar o papel do linfdcito T sob aspecto quan-
titativo e funcional (FAURE et al., 1983; BENE et al.,
1983). Inicialmente, observaram-se anormalidades nas célu-
las - T e a existéncia de um desequilibrio quantitativo com
uma diminuig¢3o na célula - T supressora e especifico para a

tirecide (AOKI et al., 1979; LAMKI et al., 1973).

A utilizagéo-de tecnicas mais sofisticadas com
emprego de anticorpos monoclonais (WILSON et al., 1984) tor
nou possivel estabelecer uma correlacdo entre os marcado-
res celulares fenotipicos e a funcgdo celular dos linfoci-
tos do sangue periférico e intratireoidiano (WALL et ai-,
1983). Porém os resultados de imunofluorescéncia e imuno-
peroxidase na andlise dessas subpopulagdes ndo sao unifor-
mes e nhdo permitem consenso sobre a quantificagao fenotipi-
ca das células T, resultando em controvérsia na interpreta-
gao das variagoes observadas (LUDGAT et al., 1984). A ana-
lise dos linfocitos intratireoidianos, embora com alguma 11
mitagdo metodologica, revelou diferengas fundamentais tais
como, falha dos linfocitos T supressores e diminuigcao da
percentagem total de linfdcitos T com relagido aos linfoci-
tos do sangue periférico dos diferentes pacientes, tanto na
multiplicidade fenotipicé, como na diversificagao funcional

(MISALKI et al., 1985).

Na glandula tiredide dos pacientes com doenga



de Graves foi bem estabelecida predominancia guantitativa
de linfdécitos T sobre os B (TOPLISS et al., 1983). A carac-
teristica funcional tem mostrado que estes linfdcitos T ex-
pressam antigenos de histocompatibilidade de classe TII-
-HLA-DR indicativo da ativagao da célula T, sendo que para
a grande maioria dos pacientes com a doenga de Graves foi
possivel observar esse marcador (AICHINGER et al., 1985). A
constatagdo do aumento das células T-DR positivas na doenga
de Graves indica um processo imune ativo na glandula tiredi
de (PETERSEN et al., 1986). Até o momentc, fendmeno de ati-
vagao de células T dessa ordem nao foi observado em indivi-
duos normais; estima-se, pois, que essa alteragao tenha sig
nificado fisiopatoldgico na doenga de Graves (MARIOTTI et

al., 1989).

o . - |
1.3.2. A Expressao Aberrante de Moléculas de Classe II do

Complexo de Histocompatibilidade Principal (CHP)

Os conhecimentos sobre a estrutura e a fungao
dos produtos do CHP permitiram sua compreensdc e levaram a
especulagao sobre seu possivel papel na predisposigao a

doengas em geral.

A suscetibilidade por fator genéticc foi muito
bem estudada, nas doengas auto-imunes sugerindo uma clara
associagao das moléculas HLA (antigenos leucocitdrios humé—
nos) com a resposta imune a tiredide (SVEJGAARD & RYDER,

1976) .
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A documentagao badsica da expressdo aberrante de
produtos dos genes do complexo CHP de classe II nas célu-
las humanas de tiredide foi obtida em culturas de células
tirecidianas estimuladas com lectinas (PUJOLL-BORELL et al.,
1983). A importancia dessa observacao reside no papel gue
‘esses produtos, aberrantemente expressos, podem desempenhar
na apresentacao do antigeno as células que, ativadas, de-
senvolvem, como efeito funcional, resposta imune efetora
(LUCAS—MARTIN et al., 1988). A maioria dos auto-antigenos
organoespecificos normalmente aparecem na superficie das.
células do drgdo-alvo no contexto das moléculas CHP de clas

se I, mas nao as de classe II.

A descoberta deste fato fol altamente signifi-
cativa para melhor entendimento do papel destas moléculas
na doenga de Graves. Anteriormente, ja havia sido constata-
da expressao aberrante dos produtbs HLA nas células folicu-
lares provenientes de locais de infiltracgaoc linfocitérié
intensa na glandula tiredide (HANAFUSA et al., 1983). A im-
portancia da positividade aumentada dos antigenos HLA de
classe II parece residir no envolvimento destas moléculas
na apresentagao do antigeno; foi sugerida uma relagao entre
a expressao aberrante destas moléculas e a patogenia da
doenca de Graves, (BOTTAZO, 1983; UNAMUE et al., 1984). Os
experimentos efetuados em culturas de células tireoidianas
documentam a participacdo destas células na resposta autd-
loga, em relagdo a ativacgao das células T e a amplificagao

da resposta imune local (DAVIES, 1985).

Nos tiredcitos a expressac de antigenos HLA-D

significa associagao com mecanismos estimuladores que possi
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velmente determinam o nivel de expressfo da classe IT no
curso da doenga (KENNEDY et al., 1985). Nas células da ti-
redide que apresentam antigeno HLA-D de forma aberrante foi ob-
servado que estas proprias células podem participar direta-
mente na apresentacao de autoantigenos especificos para o

sistema imune.

Nas células alvo do epitélio da tiredide de pa-
cientes com doengas auto-imunes observou-se um aumento de

antigenos classe II, e nos locais das lesdes, a produgao

e liberagao de linfocinas, principalmente o interferon
(IFN-y) pelas células T efetoras. Tal fato aparentemente
aponta para o significado fisioldgico do IFN-v na inducgao

de antigenos classe TI, bem como, para o efeito bioldgico
na apresentacao do antigeno. Desta forma, macréf_agos tratados com
IFN-y, expressam um aumento de antigenos de classe I sig-
.nificando, possivelmente, uma maior eficiéncia na apresen-
tacao do antigeno para estas células (KAPPES & STROMIGER,V

1988; COCKFIELD et al., 1989).

1.3.3. 0 Papel do Anticorpo Antiidiotipo

O estudo dos anticorpos antiidiotipos que envol
vem os produtos génicos para o CHP, vem suscitando, ha anos,
grande interesse devido as suas especificidades potencial-
mente deletérias para os receptores e auts-anticorpos. Se
os idiotipos definidos como determinantes antigeénicos da

regiao variavel e hipervaridvel de uma imuneglobulina fo-
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rem Vvistos operacionalmente como receptores, tanto nas imu-
nogleobulinas, como nas células T ou B algumas das aparentes
hipdteses contraditdrias nas auto-imunidade passam a ser re
solvidas (ROITT et al., 1989). A restrigao do CHP que ocor-
re ac nivel de receptores de célula T para o CHP "auto" po-
dem se expandir durante a ontogenia no ambiente timico sen-
do proposta para a falta de tolerdncia uma falha nas célu-
las apresentadoras de antigenoc (APC) do timo, dependendo do
repertério de células T de um individuo estas células reco-
nhecerdo o antigeno no contexto do CHP "auto™ (BABCOCK et

al., 1989).

Segundo a teoria da rede, a necessidade de uma
imagem interna para todos os antigenos incluindo os "auto”
e a presenga de antiidiotipos complementares fortalece a
idéia da origem da autoimunidade como um defeito na cascata
da regulagao imune (JERNE, 1982). O fato de, lem jndividuos
normais, ocorrerem naturalmente anticoréos antiidiotipos,
tanto para os antigenos de ¢lasse I guanto de classe 1T,
reforcam essa hipdtese (THOMAS & WILLIAMS, 1987). Através
da rede de respostas restritas ao HLA-DR foram descritos an
ticorpos antiidiotipos para os antigenos DR em pacientes
com: Artrite reumatdide (SAVAGE et al., 1987); Lupus eri-
matoso sistemiceo (LES) (ABDOU et al., 1981; OKUDATIRA et al;
1986), doencas enddcrinas auto-imunes (SALVI et al., 1988)
e para anticorpos HLA (POSTILLO et al., 1989). De grande
interesse, no que se refere aos anticorpos antiidiotipos,
esta sendo o papel desempenhado pelas viroses, principal-
mente dos virus que se utilizam de antigenos do complexo

CHP como um dos seus receptores. Em trabalhos experimentais
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constatou-se ocorrer uma grande afinidade na seqgiiencia vi-
ral e na seqiencia do Loci-H2 dos genes de histocompatibi-
lidade do camundongo (DOHERTY et al., 1976). Desta forma
os virus, por exemplo "Epstein-Barr, Coxsackie B, gque pos-
suem uma afinidade para receptores de superficie podem, co-
mo hipotese, induzir resposta antiidiotipo com atividade
biologica para o receptor viral (VENABLES, 1988; CHRISTIAN

SEN et al., 1983).

1.4. Auto-imunidade

As doencas auto-imunes sao hoje reconhecidas co
mo sendo uma das causas mais comuns de morbidade a longo
‘prazo, bem como de consideravel mortalidade, visto gue com
freguencia e terapeutica padronizada nao tem base fisiopa-
toldgica e, por essa razac, eficacia questionavel (FLYNN
et al., 1988). A essas doengas tem sido atribuido um compro
metimento multifatorial com envolvimento de mecanismos pe-
los guais a resposta imune pode ser iniciada, incluindo fa-
tores genéticos, infecciosos, hormonais, o estresse, os me-
canismos de interacgao da célula T e idiotipos. A contribui-
cao de cada fator pode variar muito entre os diferentes pa-

cientes (FELDMANN et al., 1988).

A auto-imunidade pode ser definida como uma fa-
lha do organismo para reconhecer seus tecidos normais como
"proprios", implicando qualquer tipo de resposta imune para

o "proprio" humoral (por exemplo, auto-anticorpos circulan-

tes) ou celular (por exemplo, a hipersensibilidade de tipo
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tardio). A auto-imunidade desta forma € um conceito que po-
de explicar a patogénese de uma série de doencgas, sendo con
siderado o principal fenomeno imuncldogico na medicina cli-

nica (NAKAMURA & BINDER, 1988).

Os conhecimentos relacionados & auto-imunidade
sofreram considerdveis modificagdes no decorrer dos ulti-
mos anos. Os avangos para uma melhor compreensado dessa pa-
tologia envolvem progressos tanto no campo da imunologia,
uma vez gue O sSistema imune esteve desde muito cedo impli-
cado na etioclogia da auto-imunidade (TEOFILOPOULOS & DIXON,
1982), gquanto na genética no emprego correto de animais de
experimentacac’ gque podem repfoduzir determinadas caracteris-

ticas dessas doencas (HALA et al., 1988).

Atualmente os conceitos vigentes sobre ©0s mecanismos pe-
los guais se originam as doengas auto-immes refletem uma compreensac
evolucionaria das respostas imunes para os autocomponentes (ADA & ROSE,
1988). A fungao essencial do Sistema imne tem envolvido a discrimina-
cao e o auto-reconhecimento e nao auto-reconhecimento, existindo muitos
caminhos para o desarranijo dos mecanismos fundamentails de auto-reconhe-

cimento que resultem nas respostas auto-immes (MILLER & WATSON, 1988).

A resposta imune mostrou ser especifica, ampli-
ficadora, como também limitada na extensdo e na temporarie-
dade para a defesa das necessidades do organismo (KLEIN,
1985). Um distirbio neste reconhecimento discriminatdrio
trara como consegliéncia as respostas imunes anormais dire-
tamente contra os constituihtes do organismo, com uma con-
tribuigao relativa dos diferentes fatores ambientais e ge-

neticos (STROMINGER, 1986).

Até hd pouco tempo foi um dogma em imunologia

gue o8 correspondentes Imuino-ceInlares nos InATuvrAIAs TIMTY —
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mais nao possuissem receptores de superficie celulares di-
retamente contra os autoconstituintes (ERLICH, 1900). A teo
ria da selegao clonal sobre a formagao do anticorpo visua-
1izou, sob um novo prisma, a falta de resposta para deter-
minantes autdlogos, de tal forma que clones de células rea-
tivas para os autocomponentes fossem eliminados {BURNET,
1953). Posteriormente, foi intensamente estudado o papel
central da célula T, bem como a sua fungao ativadora, regu
ladora ou supressora com relagdo & autotolerancia e regu-
lagao imune nas auto-imunidades (MICHIE & GUNN, 1966; ROSE
et al., 1981). Gradualmente, foi-se formando uma vis3o mais
dinamica da regulag@o imune antiauto e o sistema imune pas-
sou a ser entendido como um sistema de referéncia dentro
do Universo de antigenos, funcionando na base do auto-recg

nhecimente (JERNE, 1984).

1.4.1. Auto-imunidade e Autotolerancia

Os mecanismos da autotolerancia estao sendo
considerados um dos problemas centrais na auto-imunidade
e, embora os modelos experimentais de indugac de toleran-
cia para auto-antigenos tenham contribuido com considera-
veis informactes, muitc esta faltando para elucidar a base

celular da tolerancia (STROMINGER & HAUSMANN, 1988).

A multiplicidade de interagdes, nas gquais o sisg
tema imune se encontra funcionalmente estruturado, compre-

ende elementos regulatdrios em intima conexdo; ai clones
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reativos passam a ser representados no ambiente interno, por
determinantes antigenicos, denominados idictipos (OUDIN,
1974). O reconhecimento mituo do idiotipo com seu antiidio-
tipo complementar faz com que eles sejam considerados ele-
mentos reguladores do equilibrio interno, tanto na forma de
moléculas livres, guanto de receptores celulares (CAZENAVE,
1977). O idiotipo e seu receptor molecular complementar wos-—
tram estar envolvidos na manutengao do delicado equilibrio
entre os diferentes componentes do ambiente interno, resul-

tando na regulagao, bem como na autotolerancia (FARID, 19285)

O processo de autotolerancia foi considerado mui
to mais de aprendizagem do que herdado geneticamente, atra-
vés de uma série de experimentos realizados em animais de la
boratdrio. Nos modelos animais estudados foram encontrados
linfdcitos que possuiam avhabili@ade de suprimir a resposta
imune para antigenbs estranhos e principalmente para auto- .
-antigenos; esta falta de resposta natural bara auto~antige=
nos foi atribuida & ceélula T, dentro de uma fungaoc supresso-
ra ou reguladora (ZINKERNAGEL & DOHERTY, 1974a). Evideéencias
subseguentes permitiram comprovar gue a autotolerancia, pa-
ra os auto—antigenos se acha presente muito cedo na ontoge-
nia, persistindo ao longo de toda a vida adulta por meio de
processos de supressao imunoldgica. Para a sua indugdo, bem
como para a sua persistencia, conceitos mais recentes mos-
tram ser necessarios a presenga do antigeno e um limiar mini
mo de afinidade entre o tolerdgeno e seus receptores celula-

res (JENKINS & SCHWARTZ, 1987)}.

Por outro lado, observou-se gue a imunizagao com

antigenos do ambiente interno, por exemplo, - insulina, pode
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levar a uma resposta auto-imune, ativando o aparecimento de
anticorpos seguidos de anti-anticorpos antiidiotipos. Depen-
dendo das circunstancias, estes anticorpos podem mimetizar a
fungao do auto-antigeno original e, conseguentemente, indu-
zir a formagdo de auto-anticorpos para este mesmo auto-anti-

geno (LIDER et al., 198R).

O0s estudos da idiotipia da regidoc variavel do an
ticorpo mostravam-se de extrema importancia na correlagéo en
tre imunoglobulinas especificas para o mesmo auto-antigeno
(CLEVELAND et al., 1983). Os idiotipos da molécula de anti-
corpo parecem nao ser tao importantes na regulagao das res-
postas imunes para antigenos estranhos, mas possivelmeﬁte
essenciais para a manutencio da tolerancia, bem como na ori-
gem das condigoes essenciais para o desencadear de uma doen-
ca auto-imune (ZANETTI, 1986). Esses clones de células auto-
-reativas/ por sua vez, parecem ser controlados por manipu-
laQSes idiotipicas, envolvendo processos complexos de inte-

ragoes celulares e humorais ainda nao bem elucidadas.

Muitas evideéncias experimentais mostram o compro
metimento das células T reativas e o surgimento da auto-
-imunidade (BANDEIRA et al., 1987). Entre elas temos o efei-
to benéfico da timectomia neonatal em muitos modelos animais
de doencas auto-imunes, o efeito terapéutico dos anticorpos
antilinfocitarios, o efeito terapeutico de um anticorpo para
o receptor da interleucina - 2 {(IL-2) e ¢ desenvolvimento de
doengas auto-imunes como conseqiiéncia de doencga enxerto:tﬁqg
pedeiro (GVH) em pacientes gue receberam transplante de me-

dula ossea (TALAI, 1986).
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Em modelos animais, foi constatada a ocorrencia
natural de anticorpos para o idiotipo do anticorpo que reage
aoc "auto", o qual parece funcionar como um regulador do egui
1{pbrio interno (ISLAM et al., 1983; BAKER et al., 1984). Es-
se anticorpo auto-antiidiotipo tambem parece ocorrer de uma
maneira especifica para o receptor celular (KABAT, 1988}, mo
dulando a complementariedade idiotipica através de uma in-

filuéncia reguladora.

1.4.2. Auto-imunidade e Fatores Geneticos

A base genética para a regulagao imunoldgica e
uma area de importantes pesquisas atualmente, uma Vvez Jque a
auto-imunidade ¢ geneticamente programada (SHRFFFLER, 1988).
Um grupo de genes localizados dentros dos "loci" do Complexo
de Histocompatibilidade Principal desempenha um importante
papel nas regulagbes imunoldgicas. Neste contexto tem sido.
enfocados os "loci" D/DR do Complexo CHP Humano e & regido
Ir do camundongo, também denominados genes de resposta imune
(genes Ir). Associados a regiac Ir foram reconhecidas as mo:
1éculas Ia e a magnitude destes antigenos nas respostas imu-
nes, tanto para diferencas de suscetibilidade as viroses en-
volvendo o reconhecimento do antigeno, como nas interagoes
e cooperacdes celulares (BENACERRAF, 1981). Os genes de res-
posta imune, genes Ir, foram ofiginalmente descobertos atra-
vés de estudos realizados em diferentes linhagens de "muri-
nos". O controle genético para esses genes foi obtidoe ini-

cialmente pela resposta a polimeros relativamente simples de
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poli-L-1lisina (BENACERRAF & McDEVITT, 1972) . Concomitantemen
t+e Foram feitas observagoes para antigenos mais complexos,
como as proteinas naturais, por exemplo as encontradas no
sangue, durante a resposta a uma infecgao (LOZNER et al.,

1974).

Os genes HLA de Classe 11 no homem foram detec-
tados nos macrdfagos, células B e células T ativadas. Pela
sua fungao na apresentagaoc do antigeno e concomitantemente
interacdes das células T auxiliadora e célula B, esses genes
parecem determinar a magnitude da resposta imune-humoral, pa
ra antigenos timo-dependentes (BEISEL et al., 1982). Os ge-
nes HLA de Classe T1I-HLA~D parecem desempenhar um papel cen
rral através de seu mecanismo fisiopatoldgico e regulador.
sio concordantes nesse sentido as observacoes de gue a rede
HLA-D pode envolver auto-anticorpos com a fungao de "baixa-
ﬂpegulagéo" para as células T-DR ﬁcsitivas gue se, encontram
grandemente aumentadas nas doencgas auto-imunes (OKUDAIRA et

al., 1982).

A ativacg3o e a supressao dos antigenos HLA-D da
superficie das células imunes podem ter uma fungac complemen
tar e, semelhante a supressac mediada para o idiotipo, esses
antigenos foram pesquisados para a auto-imunidade em fungao
da variacgdo quantitativa e gualitativa de seus produtos ge-
nicos, principalmente HLA-D. A variacgao guantitativa depen-
dente de antigenos de superficie HLA-D foi explicada como re
presentando uma parte da expressao bioguimica de variagao da
imunogenicidade alogeénica, ou seja, como @ suscetibilidade
genética para as doengas auto-imunes (DE BERNARDO & DAVIES,

1986). A expressao aberrante das moléculas CHP da classe II
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HLA—-DR pode levar a ativacao das células T auxiliadoras rea-
tivas contra os auto-antigenos, originando as células T ci-
totOxicas e auto-anticorpos com conseqguencias deletérias pa-

ra ©s tecidos alvos (RRETSCHER, 1986).

A tipagem para as especificidades do CHP foi de
grande valor para melhor definir subgrupos de pacientes, em-
bora o0s progresseos mais atuais dentro desta area de imunoge-
nética n3c tenham encontrado uma correlagdoc absoluta entre
os hapldtipos do CHP e auto-imunidade. Devido a fungaoc do
CHP e seu papel na suscetibilidade as doeng¢as, foi fundamen-
tal estabelecer uma associagao de ligagao como uma das muil-~
tés variantes expressas na superficie dos linfdcitos (BARNS-

TABLE et al., 1978).

Um outro fator de extrema importéancia foi a consg
tatagcdo da expressaoc dos antigenos HLA-DR em orgaos dos

guais eles normalmente estao ausentes (AGUAYO et al., 1988).

Um dos mais recentes modelos propostos para o dg
sencadear das reagoes de auto-imunidade destaca os eventos
de ativacdo e proliferagdoc das células T e celulas B - auto-
-reativas. Essas células, pela agdo de uma série de estimu-
los e do encontro de virus e bactérias com os auto-antige-
nos, podem tornar-se rapidamente ativadas. As células T, uma
vez estimuladas, passam a sintetizar a interleucina-2 (IL~2}
gue, pPor sua vez, interage com os receptores celulares da
IL-2, induzindo a proliferagdo clenal das células T. Um dos
mediadores quimicos neste processo é o interferon gama {vy-
-1FN) comprometendc a expressaoc normal das moléculas do CHP

principalmente de Classe II e as células naturalmente mata-
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doras ou NK, resultando no comprometimento da manutengao e

exacerbacdo das doengas (THOMSEN & MARKER, 1989).

1.5. O Complexo de Histocompatibilidade Principal Humano

PETER GORER, patologista ingles, foi quem, pela
primeira vez, postulou a existéncia de aloantigenos nos eri-
trécitos de camundongos, os gquais se encontravam geneticamen
te associados as rejeigdes de tumores nesses animais (GORER,
1937) . Entre 1940 e 1950, foram feitas numerosas publicagoes
citando a presenga no sangue, principalmente de pacientes
leucopénicos, de determinadas substancias, gue aglutinavam
os leucdcitos. Somente, porém, com a descoberta da leucoa-
élutinagéo de origem i;nur}olé_gica devida a aloanticorpos que
se desenvolviam apdos as transfusdes, € gue se iniciou um es-
tudo mails sistemdtico deste complexo (DAUSSET & NENA, 1952;

MOESCHLIN, 1982).

A primeira especificidade do sistema CHP foi de-
tectada em soros de pacientes politransfundidos, nos guais
seis soros reagiram de uma maneira muito similar pela téc-
nica de leucoaglutinacgao. Foi assim definido o primeiro an-
tigeno leucoc¢itdrio humano (MAC, hoje conhecido como HLA-A2)
(DAUSSET, 1958) . Concomitantemente, outros pesquisadores ob-
servaram a extrema fregiidncia dos anticorpos antileucocita-
rios no soro de mulheres gestantes multiparas {VAN ROOD,
1958); a estas moléculas deu-se o nome de antigenos de His-

tocompatibil idade HLA gue sao codificadas por genes do Com-
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plexo de Histocompatibilidade Principal (CHP} no homem e

H-2 no camundongo {(GORER, 1959).

Este sistema foi denominado e reconhecido como o
Sistema de‘Histocompatibilidade Principal, responsavel pela
inducgao rapida de transplantes incompativeis, bem como de an
ticorpos humorais. O conhecimento progressivo sobre as asso-
ciag¢des levaram a interpretacao de gque se tratava de um sis-
tema imunogenético complexo e anélogq ao sistema de histocom

patibilidade H-2 do camundongo (IVANNY & DAUSSET, 1966}.

0 desenvolvimento de pesguisa sobre © sistema
principal de histocompatibilidade, tanto no camundongo
(H-2) guanto no homem HLA, muito contribuiu para a compreen-
sao da organizagaoc de sua regido génica e do seu polimorfis-
mo no curso de um longo periodo evolucionario (KLEIN & SHREFE

FLER, 1971; KISSMEIR-NIELSEN & THORSBY, 1970).

:\ paitir éa descoberta dos primeirog anticorpos
anti-HLA, progressivamente novos "loci" e antigenos foram
descobertos. Comunicagoes e trabalhos colaborativos interna-
cionais ("Workshops" de Histocompatibilidade, iniciado por
BERNARD AMOS em 1964 e continuando até os dias atuais), efe-
tivamente contribuiram para rapidos progressos e desenvolvi-
mento do sistema HLA através de intercambic de materiais,
técnicas e idéias, acelerando os avancos nessa area (ALBERT

et al., 1984).



1.5.1. Polimorfismo das Moleculas e Genes HLA

Um polimorfismo genético é definido conceitual-
mente pela existencia, em uma populacgdo, de dois ou mais ale
los num determinado "locus" cada um dos gquais numa fregien-
cia de mais de um por cento. A grandeza deste polimorfismo é
calculada pela fregiiencia total dos heterozigotos com rela-
gao a fregueéncia total dos homozigotos. Neste contexto, o
Sistema Principal de Histocompatibilidade possui um polimor-
fismo de grande variabilidade, se comparado com ouros poli-

morfismos conhecidos (RODMER, 1972).

Nos mamiferos, o complexo géenico que codifica os
antigenos principais de transplantacdoc compreende uma regido

génica muito conhecida e estudada. No homem, esta regiao es-

- ta situada no bragolcurto do cromossomo seis e comporta ge-

nes gue controlam numerosos processos imunologicos (represen

tacao diagramatica 1) (DAUSSET, 197%a; BODMER et al., 1986Db).

Representagao Diagramatica 1: Mapa Genetico da regile HLA {adaptade, segundo TROWSDALE,
1987).

As barras em preto representam os genes; as barras em branco representam o5  psesdoge-
nes; as barras cortadas em diagonais represeniam os genes n3o definidos.
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Este complexo compreende tres classes de genes
ou produtos; cada classe mostra forte homologia, tanto den-
tro como entre as diferentes espécies de vertebrados que fo-
ram estudados para o CHP porém esta homologia é extremamente
menor entre as classes I e II do que entre os diferentes an

tigenos de cada uma dessas classes (KAUFMAN et al., 1984).

Os genes dos "loci" HLA-A, B, C e os antigenos
gue eles controlam estac presentes em virtualmente todas as
células nucleadas do organismo, contudo o nivel dJde expres-
sao dos antigenos pode variar consideravelmente de uma célu-
la a outra, aumentando muito apds a exposicao a determinadas
linfocinas (WALLACH et al., 1982). Analises moleculares de
sequencia de DNA sugerem a existéncia de pelo menos dois "lgo
ci", denominados HLA-QA e HLA-TL pela analogia com o sistema
H-2 do camundongo com estrutura similar poréﬁ evolucionaria-
mente distintas, com uma distribui¢do tecidual mais restrita
e localizacgao proximas ao locus HLA-A (BODMER, 1987). A re-
giao HLA-D ou produtos de classe II (HLA-DP, DQ, DR) expres-
sam-se em 1infdécitos B e celulas ativadas e foram encontra-
dos originariamente em celulas linforeticulares derivadas da
medula Ossea. Algumas células epiteliais podem expressar antl
genos classe II durante os processos inflamatdrios (DAAR et
al., 1984). Saoc de Classe I1II os componentes do complemento
C2, C4A, C4R, BF. Os produtos das regioes Classe I e Classe
II podem ser identificados: sorologicamente, por resposta
imune-celular "in vitro"; a nivel molecular, por segueéencia
génica e, por estudos de fragmentoé de DNA obtidos com res-
trig¢do do DNA gendmico; por identificagao bioguimica (ponto

isoelétrico);e por amplificagdo enzimatica do DNA (PCR) ="Pg
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lymerase Chain Reaction" (MOLLER, 1985).

Os antigenos Classe II gque compreendem as molé-
culas H-2, D, L, TLA, Q-2 no camundongo e HLA-A, B, C, no ho
mem sao glicoproteinas de membrana celular constituidas por
uma cadeia pesada extremamente polimérfica de peso molecular
de 43,000 quilodaltons com cinco regides distintas: tres
dominios extracelulares, um dominio da transmembrana e a por
cac terminal citoplasmatica (GUILD & STROMINGER, 1984). O
segundo ¢ o terceiro dominio estao intimamente associados
com a B2-microglobulina que constitui a cadeia leve nao po-
limorfica. A B2-microglobulina n3o transpassa a membrana ce-
lular, ndo apreseﬁta polimorfismo e é codificada por um s0O
gene no CYOmOSSomo guinze do homem. A sintese da RB2-microglo
pulina é necessaria para ocorrer a expressido dos antigenos

Classe T na superficie da célula (PETERSON et al., 1972).

Os antigenos Classe II que compreendem  as molé-
culas I-a e I-E {(de resposta imune) nos murinos e HLA-DP,
DO, DR no homem sac constituidos por uma cadeia pesada Alfa
(o) com peso molecular de 39.000 guilodaltons (kd) e uma ca-
deia pesada Beta (B) de peso molecular de 28.000 guilodal-
tons, sendo as duas cadeias pesadas nao covalentemente asso-
ciadas (representag¢ao diagramatica 2) (HUMPHREYS et al.,

1976; EORMAN et al., 1985).

As moléculas CHP possuem uma extrema homologia
com os receptores imunoglobulinicos das células B, com 0s rg
ceptores das células T e com a molécula Thy que se expressa
na superficie da célula T do camundongo. A razao desta homo

logia nao esta esclarecida, podendo estas estruturas repre-
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sentar especializagao funcional da membrana para reconhecer
e transmitir informagdes para o interior da membrana celular

(LAFFERTY, 1988).
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Representagao Diagramatica 2: Similaridade Estrutural dos Antigenos CHP de Classe I e de
{lasse IT (adaptado, segundo TROWSDALE, 1587).

(s-S) indicam ligagdes de disulfeto entre residuos de cisteina; (C) indica a porcdo car
boxil terminal; (1) indica 2s cadeias laterais de carboidratoe.

Cada um dos genes Classe I e Classe II é por si
mesmo extremamente polimdrfico, sendo este polimorfismo uma
das mais intrigantes propriedades dos antigenos CHP. Este po
limorfismo é certamente muito mais extenso do gue pode ser
definido simplesmente pela analise soroldgica. Compreende
numerosas variantes ou alelos que sao seus produtos de mem-
brana e se constituem de glicoproteinas fortemente antigéni-

cas com um numerc muito amplo de combinagdes (BODMER, 1986a}.

O polimorfismo dos antigenos Classe I e Classe
IT foi definido inicialmente quanto as proteinas através de

testes soroldgicos. Foram reconhecidos, até o presente, vin-



27

te especificidades para o"locus"A, cinguenta especificidades
para o"locus"B, oito especificidades para oélocus"c e guatoxr
ze especificidades para o"locus"DR (STRACHAM, 1987; TROWS-
DALE, 1987). Posteriormente o polimorfismo e a organizagao
dos genes e antigenos de Classe II foram estudados com rela-
cao as moléculas, através da analise com endonucleases de
restricaoc do DNA celular humano, correlacionandc-se o© poli-
morfismo definido sorologicamente com o polimorfismo dos si-
tios analisados com as enzimas de restrigdo e técnicas de
Imuno "Blot" (SOUTHERN BLOT) associados aos genes HLA (MAT
SUMO et al., 1989; COHEN, 1982). Constatou-se gque a regido
HLA-D & particularmente complexa, compreendendo dois genes
o-DP e dois genes B-DP, dois o-DQ e dois genes B-DQ um gene
x~-DR e pelo menos tres genes B-DR, sendo os genes a-DQ, B-DQ
e B-DR os mais polimdrficos (OWERBACH et al., 19R3; CHARRON

et al., 1985). - 7 |

0 polimorfismo dos produtos do MHC vem sendo es
tudado hé varios anos com o objetivo de explicar o mecanis-
mo gue originou o seu aparecimento e sua continuidade. Com
relacdoc as moléculas MHC Classe I, possivelmente diferengas
entre o0s genes sejam o resultado de duplicacac génica entre
os "loci"™ relacionados e nac relacionados. Estes eventos de
conversdo génica e mutagao possivelmente originaram a varia-
bilidade e, simultaneamente, a conservagao de seguencias -
( SERJEANTSON, 1989}. A evolugdo dos genes de Classe II pode
ter ocorrido por mecanismos de conversdo genica, bem como
por eventos de duplicagdo, nos guais, a partir de uma uni-
dade central - as cadeias Alfa (o) ou Beta (B) -, originaram

-se as diferentes regibes D (KOURILSKY, 1986). O polimorfis-
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'mo gue controla principalmente a expressao das moléculas MHC
de Classe II tem sido recurso extremamente importante na ang
l1ise da heterogeneidade dentro das populagoes e nas intera-
¢Oes funcionais da resposta imune. A regiaoc Classe II mostra
uma forte associag@o de determinados alelos com um grande nua
mero de doencas, principalmente as de natureza auto-imune
(TODD et al., 1988). O polimorfismo da seguéncia de nucleo-
tideos dos genes codificando para os produtos de MHC de Clas

se IT1 parecem determinar a especificidade da resposta imune.

Possivelmente o desenvolvimento do conhecimento
das associacOes muito podera contribuir para o entendimento
6a-base genética entre a expressao polimdrfica do CHP e a
suscetibilidade a essas doencgas, sendo observado em alguns
casos, que a substituigio de um sé aminodcido na molécula
CHP podé alterar profundamente a reatividaée no reconhecimen

to celular para os produtosvgénicos de Classe I1 (IRLE et

al., 1988).

1.5.2. 0 Significado Biologico do Complexo HLA

A fung3oc bioldgica dos genes ou antigenos do com
plexo principal de histocompatibilidade - HLA tem sido um
enigma desde a descoberta da reatividade alogénica. A grande
pergunta a ser respondida & como se pode explicar o papel do
CHP no sistema imune de maneira a predizer satisfatoriamente

a alorreatividade.

As primeiras observagdes focalizaram a atengao
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no papel bioldgico dos antigenos de histocompatibilidade e
nos fatores que controlam sua evolugao. Os genes deste sis-
tema controlam diferengas nas respostas imunes, gerando sus-
cetibilidade diferenciada para as doengas infecciosas (BUR-

NET, 1972).

As doencas infecciosas podem ser consideradas a
principal forga evolucionaria para o desenvolvimento dos me-
canismos imunes dos vertebrados superiores a este fato pode
explicar a extraordindria reatividade imunoldgica dos verte-
brados contra determinados agentes microbianos intra e ex-

tra-celulares {(TYSON & JENKIN, 1974).

Um primeiro papel atribuido aos genes do MHC foi
relacionado ao controle do reconhecimento de célula a célu-
la durante os processos de diferenciagao celular (BENACERRAF

& McDEVITT, 1972)}.

‘ : _ i : :
A descoberta de gque a suscetibilidade para a in-

dugao de tumores estava ligada ao CHP veio mostrar gue havia
um controle genético dos genes deste sistema na resposta a
infecgbes por virus oncogenicos (SJOGREN & RINGERTZ, 1962;

LILLY & PINEUS, 19733,

O papel do CHP na imunidade mediada pelas célu-
las T foi amplamente pesquisado no sistema H-2 do camundon-
go, mostrando que a atividade citotdxica das células T espe-
cificas para o virus estava restrita ac H-2 (DOHERTY & ZIN-

KERNAGEL, 1975a).

As pesguisas realizadas com © hapteno trinitro-
fenil (TNP) mostraram que as ceélulas T citotdxicas para as

células-alvo modificadas por este agente eram similarmente
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restritas (SHEREARER et al., 1974; SHEREARER, 1976) . Esta
constatacao levou tais pesquisadores a redefinirem as célu-
las T singenicamente restritas e as células T citotdxicas

( THOMAS et al., 1977).

Os estudos da ontogenia das células T citotdxi-
cas e células T especificas para o virus contribuiram com al
gumas informagdes sobre a origem molecular dos receptores de
célula T, numa tentativa de compreender se a restrigdo se da
guanto a apresenta¢d@o do antigeno ou independentemente dele
(JANEWAY et al., 1978). Paralelamente, fol estudado o papel
do timo na diferenciacdo e concomitante maturagao das célu-
las T, bem como a sua relacaoc na selegao de especificidéde

da restrigdo desta célula (BENVAN & FINK, 1978).

0 fendomeno de restrigao do CHP reflete o fato de
gue a fungho efetora das celulas T mostrou ser determinada
pelp recoéhecimento do H-2-"auto" 'juntamente com o© antigeno
estranho na superficie dessa célula. No camundongo, as re-
gides K e D sao receptoras para sinails liticos e os determi-
nantes da regiao Ia atuam comc receptores para sinais de di-
ferenciacao celular (SCHWARTZ, 1978). Dessa forma, foram
atribuidas ao sistema imune dos vertebrados propriedades cog
nitivas como aprender, recordar, discriminar dentro da orga-
nizacdc geral e global, sendo a discriminagao imune "auto",
e "n3oc-auto" o trago caracteristico deste sistema (BODMER,

1981).

Os modelos experimentals mostraram gue © reper-
tério clonal das células que emigram do timo sdo seleciona-

das na base da reatividade do complexo principal de histocom
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patibilidade (HASKINS et al., 1983). Uma vez que a identifi-
cagao para o "auto" ocorre no timo, foi suposto que todos os
membros das populagdes de células pré-T possuiam pelo menos
um receptor complementar para um outro dos alelos do CHP da
eﬁpécie (FINK & BEVAN, 1978). Com relagac ac receptor de re-
conhecimento do antigeno em associagdo ao CHP (Ag-CHP) das
células T, foi atribuido um sé receptor gque fol isolado des-
tas células hd alguns anos (ALLISON et al., 1982; HASKINS
et al., 1983; YAGbIE et al., 1985). Constatou-se que as cé-
lulas T CD4 reconhecem fragmentos antigénicos de proteinas
estranhas associadas com moléculas CHP "“auto" Classe II, en-
quanto as células T CD8 reconhecem fragmentos antigenicos de
proteinas estranhas associadas com moléculas CHP "auto" Clas
se I (SCHENDEL & VENUTA, 1987). Os modelos de selegao para
a especificidade do receptor de célula T no timo mostraram
gque aguelas gque preferencialmente se ligam ?0 antigenc junto
com o CHP sao selecionadas (selegcio positiva), e as células
T gue se ligam sé ao "auto", auto-reativas, sao eliminadas
(seleg3o negativa), resultando no final um repertdrio perifé
rico gque é restrito pelo CHP e tolerante ao "auto". Isto pos
sivelmente ocorre guando as célulag entram em contato com ma
créfagos e células dendriticas (BLACKMANN, 1988). As células
B e os anticorpos reativos foram produzidos da mesma manei-
ra, sendo necessarios para operar na selegao positiva de
clones de ceélulas T auxiliadoras, formando setores de com-

plementariedade, incluindo-se ai os receptores de imunoglo-
bulinas e demais estruturas "auto" qﬁe sd3o envolvidas nas
interagdes funcionais, resultando na ativagac, crescimento e

diferenciac3o de linfdcitos. Estas interagdes de células "au
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to" reativas e conectadas idiotipicamente mantém o reperto-
rio total durante o tempo de vida do individuo (MILLER,
1989).:Neste contexto, as imunoglobulinas tém-se mostrado
particularmente importantes, uma vez gue o0s anticorpos podem
inibir, induzir e selecionar as células T de uma maneira nao

restrita ao MHC (KABAT, 1988).

Modelos animais foram utilizados para melhor de-
finir os detalhes moleculares do reconhecimento do antigeno
pelas células T, partindo do principio de que a fungao comum
das glicoproteinas é a de apresentar fragmentos antigénicos
para as células T (MARYANSKI et al., 1988). Para as molécu-
las de Classe I foi deménstrado gue peptideos antigeénicos
tem a capacidade de intéragir direta e especificamente com
moléculas CHP. Tais complexos podem estimular a produgac de
interleucina - 2 {(IL-2) por clones de células T apropriadas
{BUUS et al., 1987). Em ensaios de estimulagao "in vitro" foi
observada correlacgido direta entre a habilidade de peptideo
para competir com o antigeno tanto na ligagao direta com as
moléculas CHP da Classe II), quanto na habilidade de inibkir
a apresentacao do antigenc. Em geral, os peptideos restritos
para © mesmo hapldtipo foram capazes de competir entre si e
mostraram que cada molécula CHP de Classe II) contém um sé
sitio de ligagdo para o peptideo (GUILLET et al., 1987). Em
contraste com a reacao classica que mostrava que a discrimi-
nacdo imune "auto" e '"nac auto" se encontrava sedimentada na
eliminagao de clones reativos, surgiram mecanismos que, para
diminuir "auto" e "nao-auto", consideravam a reatividade di-
reta do "auto". Tais mecanismos celulares, tanto de célula T

como célula B parecem estar envolvidos na manutengaoc da indu
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cao da supressao da resposta imune e niveis de exXpressao

idiotipica (CHANG et al., 1989).

1.5.3. Desequilibrio de Ligacao

No cromossomo seis humano, na regiao MHC, os "lg
ci'" se encontram estruturalmente unidos e a heranga dos ge=
nes ocorre, usualmente, através de eventos de recombinagao,
como na meiose, gquando os alelos de cada um dos progenitores
se separam comportando-se como entidades individuais (AMOS

et al., 1972}.

Uma caracteristica particular do sistema HLA e o
= - r~ - . * » .

aparecimento de associacoes gameticas preferencials entre oS
diferentes genes dos|"loci" A, B, C, DR, codificando um de-
sequilibrio geﬁético para determinados alelos, e muitas ve=s
zes para o haplotipo inteiro. Assim, alelos de dois ou mais
"loci" se transmitem juntos no mesmo hapldtipo numa freqien-
cia maior gue a esperada para uma associagao ao acaso (BOD-
MER, 1980). Especificamente, com relagdo a essa freguencia
alterada, observou-se, para ¢ alelo HLA-A30, a existencia de
la predominantemente em pessocas negras (28%) se comparado
com pesscas brancas (5%) e inexiste nos japoneses (BAUR & DA

NILOVS, 1980},

Os eventos gue levam ao deseguilibrio de 1liga-
coes e ao concomitante aparecimento de tais Thapldtipos in-
cluem processos mutacicnais e endocruzamentos. As vantagens,

seletivas normalmente, s3o evocadas para justificar a conti-
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nuidade de tais associagdes preferenciais, sendo dificil ima
ginar, neste contexto, a associagao gamética mais comum, Al,
B8 e DR3 fortemente associadas as doengas auto-imunes (COLOM
BANI, 1985). Esta associagao, portanto, deve ter um grande
significado bioldgico, uma vez gue as associagdes com os ha-
plétipos em desequilibrio de ligagao mostram induzir uma res
posta imune particular, a gual pode significar vantagem ou

desvantagem seletiva (BODMER, 1987).

Trabalhos experimentais mostraram gue os alelos
individuais de haplotipo Al, B8 e DR3 exercem efeitos dife-
rentes no nivel de IgE (MELLINS et al., 1988), podendo ocor-
rer a selecdo, quando os efeitos benéficos de uma parte do
hapldétipo compensam os efeitos deletérios da outra parte.
Neste caso especifico, a selecao pode envolver desvantagem
seletiva guanto acs genes de resposta imune (KALLENBERG et

al., 1988). ' A , s

Uma das hipdteses provaveis envolve as infecgoes
associadas ao HLA. Neste contexto, foi postulado gque um de-
terminado agente exterior, no caso uma bactéria ou virus, pe-
netrandc no organismo e favorecido pela vantagem da combina-
cao dos alelos particulares fortemente associados, tera con
dicdoes de proliferar em o6rgdos-alvo. B sua presenga continua
poderd favorecer uma auto-imunizagdo e consequentemente o)
surgimento da doenga em individuos suscetiveis. Evidencias
mais convicentes s3o citadas na literatura, com relagao aos
posssiveis efeitos da resposta imune do hospedeiro, simulta-
neamente a infecgdes virais (SATO & SHIROMA, 1989) e ou bac~

térias (COVER & ABER, 1989).
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1.5.4. Avancos em HLA e Doencas

Em decorréncia da descoberta do polimorfismo eri
trocitdrio, numerosas pesquisas foram realizadas no sentido
de correlacionar os antigenos deste sistema com doengas. Em-
bora os resultados tenham sido muito limitados, essas pes-
guisas serviram como base para estudos posteriores num campo
de investigacgoes muito similar, o do sistema  HLA (BODMER,

1986Db).

As primeiras observagodes foram obtidas através
de experieéncias efetuadas no camuhdongo e mostraram gue ha-
via uma relacaoc direta entre o alelo H-2K e a suscetibilida-
de de algumas linhagens para determinados virus oncogénicos.
Este fato demonstrou que a suscetibilidade e/ou resisténcia
para as leucemias era particularmente determinada por um ge-
ne situado no complexo H-2 do camundongo (LILLY et al.,

1964).

Posteriormente, cbservou-se que determinadas
linhagens de camundongos desenvolviam resisténcia ao cresci-
mento de enxertos tumorais. Como estas linhagens diferiam
apenas pelo H-2, verificou-se gque havia um locus genético
dominante gue controlava a histccompatibilidade para os en-
xertos tumorais, o qual foi denominado de Complexo Principal

de Histocompatibilidade (SNELL, 1968).

Paralelamente, na area da investigag¢@o clinica,
surgiu uma série de perguntas tentando correlacionar o sis-

tema HLA com doengas. No ano de 1958, foi descoberto por
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Jean Dausset o primeiro antigeno HLA-(MAC), hoje HLA-AZ. Des
de ent30, o polimorfismo dos antigenos do complexo MHC tem
sido consideravelmente aumentado, tanto para as moléculas
HLA-A, B, C (PARHAM et al., 1988}, como para a regidc HLA-D
(BETTET et al., 1987). Através do aperfeigoamento de méto-
dos, tanto os cléssicos de sorologia, guanto os de imunolo~-
gia celular, foi possivel detectar os genes e suas variantes
ou alelos, definir os haplétipos individuais e, posteriormen
te, estabelecer -se um dado HLA estava influenciando a susce-
tibilidade (Associacio positiva) ou a resisténcia (associa-

c30 negativa) nas diferentes patologias (BODMER, 1987).

Os estudos iniciais foram realizados entre doen-
tes nao aparentados, porém pertencentes a uma mesma popula-
c3o étnica e geografica. Os resultados desses estudos defi-
niram as primeiras associagOes com OS antigenos de histocom-

patibilidade (SINGAL (& BLACKMAN, 1973; HANSEN et al., 1977)

Essas associacOes apontavam uma forte associa-
ci3o entre os genes HLA e uma vasta gama de patologias (MAYR
et al., 1977; JACKSON et al., 1977). A andlise genética das
associacoes HLA em trabalhos com familias foram de grande im
portancia. Nessas familias, verificou-se existirem membros
doentes por mais de tres geragoes, podendo ser estabelecida
a segregagéo conjunta de um certe gene oOu haplotipoe com @&

doenca (THOMSON & BODMER, 1977).

Nas pesqguisas entre HLA e doengas foi fundamen-
+al estabelecerem-se critérios com relagdo & validade da po-
pulagao controle, que deveria englobar individuos de uma mes
ma esfera geografica. Os pacientes deveriam ser diagnostica-

dos, levando-se em consideragac parametrOS COmMO:! SeXo, idade
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do surgimento da doenga e presenga de determinados anticor-
pos especificos da patologia. Devido ao grande polimorfismo
do sistema HLA, deveria haver uma fidedignidade e reproduti-
vidade dos soros, a fim de qgue os antigenos HLA fossem defi-
nidos tao precisamente quanto possivel, tendo em vista a tecg

nologia disponivel (DAUSSET, 1979c).

As informagoes iniciais obtidas, seja em pesqui-
sas de associagaes entre HLA e doencgas, seja em estudos fami
liares, mostraram gue a transmissdo hereditaria dos gens de
suscetibilidade nac seguia um mecanismo mendeliano simples,
mas uma Segregacaoc multifatorial ou poligénica com penetran-
cia incompieta, havendo a necessidade - para a doenga se ex-
pressar - da interagcdo da bagagem hereditdaria do individuo

com os demais fatores ambientais (HORS, 1985).

Foi proposta uma série de mecanismos na tentati-
va de uma melhor compreensao das associagOes entre HLA e
doencas. As primeiras descobertas apontaram para a possibi-
lidade de gue as proprias mocléculas HLA atuariam como recep-
tores para os agentes virais; uma segunda hipdotese apontou
para a provavel similaridade estrutural entre essas molecu-
las e os agentes infecciosos (HELENIUS et al., 1978). A hi-
pdtese mais aceita estava apoiada em trabalhos gque abordavam
a restricdo dos antigenos HLA para determinados virus am-
bientails {ZINKERNAGEL & DOHERTY, 1974; ZINKERNAGEL et al.,

1978) .

0 papel das moléculas HLA passou a ser estudado
com relacdo a resposta imune para os produtos de histocompa-

tibilidade Classe I e Classe II. O fenomeno de restrigao de
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terminado a especificidade de restrigao CHP para a célula T
veio comprovar as profundas implicagoes das moléculas HLA na
resposta imune (ZINKERNAGEL & DOHERTY, 1975), servindo como
marcadoras do "auto" e mostrando por gue determinados indi-
viduos s3ao suscetiveis, ao passo gue outros s3o resistentes

a certas doengas ou agressoes externas (DAUSSET, 198la).

Mais recentemente, com o desenvolvimento de tec-
-nicas em Biologia Molecular, foi demonstrado que os fragmen-
tos de restrigao polimdérficos podem estar mais fortemente
associados as doengas gue o0s epitopos sorologicamente defi-
nidos. Novas técnicas em biologia molecular aplicados ao DNA
dos genes HLA e com a ajuda das enzimas de restricao, da clo
nagem génica das porgoes nao traduzidas (introns e regioes
5' e 3')n3o transcritas do DNA destes genes ampliarao con-
sideravelmente o reconhecimento do polimorfismo, responsa-

vel pelo repertdrio individual (BATCHELOR et al., 1987).

As associacoes permitiram agrupar e classificar
‘uma série de doencas em gue o componente comum foi a base
genética. Do ponto de vista tedrico e também pratico, a de-
terminagao dos genes de suscetibilidade conduziu a uma abor-
dagem do papel natural do sistema HLA cujos estudos estao
apenas se iniciando. Os mecanismos sao muito complexos, &
base genética € fundamental, porém existem outros fatores
atuantes como o0 meio ambiente e outros genes nao relaciona-

dos com o MHC.

As perspectivas para o futuro estao sedimentadas
na compreensao do CHP e sua fungao bioldgica, visando a en-

tender gquais os genes gque produziram a suscetibilidade, iso-
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lando estes genes e localizando nos hapldtipos a sua fungao
com relagdo a regulagado imune (DAUSSET, 1981b, KLEIN, 1987).
Determinados fatores como a penetrancia incom‘pleta e a hete-
rogeneidade genética das doengas dificultam uma melhor com-
preensao nestes estudos. Seguramente, os avangos técnicos re
lacionados a andlise soroldgica, aos anticorpos monoclonais

e a bioclogia molecular muito contribuirao para um melhor en-

tendimento na associagdo HLA e doencas (THOMSON, 1988).
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2. Objetivos

As investigacdes no presente estudo foram reall
zadas com o objetivo de obter informagoes mais precisas so-
bre a relacdo e a expressao dos genes HLA associados na

suscetibilidade genética da doenga de Graves.

A presente pesquisa foi dirigida para os seguin

tes topicos:

1. Estudar ‘a fregiéncia génica e antigénica dos
antigenos de histocompatibilidade das séries alélicas HLA-
A, B, C e DR em linfdcitos de individuos normais e linfoci~-
tos de individuos portadores da doenga de Graves, a fim de
verificar a existéncia ou nao da associacdo de um ou mais

antigenos ou haplétipos do sistema HLA com a doenga;

2. Analisar e avaliar o possivel significado da
reatividade linfocitotéxica especifica para antigenos HLA
de classe IT - HLA-DR, presente em pacientes com doenga de

Craves e ausente no soro de individuos normais;

3. Pesquisar possiveis fatores ambientais desen

cadeantes da doenga de Graves.



3. Metodologia
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% . Metodologia

% _1. Casuistica

% .1.1. Selecao dos Pacientes com Doenga de Graves

1. O grupo de pacientes foi constituido de 40
individuos com doenca de Graves, dos quais 33 do sexo femi-

nino e sete do sexo masculino. Foram coletadas e analisadas

amostras de sangue e de~sorojdeg40ipacientes-néo tratados

entre marco de 1985 e dezembro de 1986. O sangue foi colhi-
do da veia periférica, de forma a permitir coleta de soro e
plasma. Em relagao a faixa etaria, os pacientes eram adul-
tos, sendo 30 com idade entre 18 e 45 anos e 10 com a idade

de 45 a 60 anos.

2. Esses pacientes foram acompanhados no ambula
tério de Endocrinologia do Departamento de Clinica Medica
- Faculdade de Cieéncias Médicas - Universidade FEstadual de
Campinas - UNICAMP. Selecionaram-se pacientes com hiperti-
reoidismo na fase ativa, confirmado clinica e laboratorial-
mente, pela presenga de bocio difuso tdxico e hipercaptante

a cintilografia.

Os individuos selecionados nao haviam recebido
nenhum tipo de medicagido especifica para a doenga de Gra-

ves, ate o momento da coleta das amostras.
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3.1.2. Selecao de Individuos Caucasoides Miscigenados como
Grupo Controle

O grupo controle foi constituido de 157 indivi-
ducs clinicamente sadios, ndo aparentados, da cidade de Cam
pinas, os quais foram pareados por critérios de sexo, idade
e raca. A grande maioria (92%) dos entrevistados narrou a
presenca de elementos da raga branca, ou negra ou india na
composicado familiar. Pela predominancia de caracteres feno-
tipicos entre o branco e o mulate claro os individuos fo-

ram denominados de Caucasdide Miscigenado ou Sul Americana.

No momento da colheita do material foram expli-
cados a cada individuo os objetivos do trabalho, ou seja, a
determinacao dos antigenos HLA-A,B,C e DR para a constitui-
c3o de um painel HLA de referéncia com a finalidade de apli
cacao em testes e pesquisas em histocompatibilidade. Uma
vez obtida a permiss3do, foi colocada a necessidade de futu-
ras doagoes de sangue para a continuidade a viabilizagao do

painel de células e banco de soros local.

As tipagens para os antigenos HLA—A: B, C e DR
foram determinadas em individuos do 282 Batalhao de Infan-
taria Blindada (282 BIB) Campinas-SP; mulheres gestantes
multiparas registradas no Departamento de Tocoginecologia da
FCM-UNICAMP, dos funciondrios do Laboratdrio de Patologia
clinica - FCM-UNICAMP e demais funcionarios de diferentes
setores do Hospital das Clinicas da Faculdade de Ciéncias

Médicas da Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP.
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3.1.3. Selecao de Soro de Pacientes Absorvidos com Anticox-
sackie B

Dos 40 soros de pacientes com doenga de Graves,
foram selecionadas amostras de soro para serem absorvidos
com anticoxsackie B humano. As vinte amostras foram escolhl
das a partir do maior numero de positividade nas reagoes
(TABELA 9) frente ao painel de células B e positivas para ©

antigeno HLA-DR3.

5.1.4. Selecao de Soro de Pacientes Absorvidos com Yersinia
Enterocolitica (0:3)

Dentre as 40 amostras de soro de pacientes com
doenga de Graves, foram selecionadas os mesmos S0Oros acima
descritos para absorgio com a bactéria yersinia enterocoli-

tica.

As vinte amostras restantes e com menor numero
de reatividade para o total das reagoes (TABELA 9) foram ex

cluidas dos testes de absorgao.

3.2. Material de Laboratorio

AET (Hidrobrometo - 2 -~ amino - etil - isotil
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— uranio cristalino - Sigma Chemical Company, St. Louils,
USA). Meio grama de AET foi diluida em 12,5 ml de agua des-
tilada. Para uso imediato, o pH foi acertado para 9,0 adi-~
.cionando-se NAOH 5M (Reagen Quimibras Industrias Quimicas
S.A., Rio de Janeiro - Brasil). A solug¢ao foi imediatamente

utilizada).

Azul Tripan - Cem mg de azul tripan (Matheson,
Coleman & Bell, Norwood, Ohio, USA) foram diluidos em 10 ml
de agua destilada e conservados a 4°C. Antes do uso a solu-

cao foi diluida a 1:4 em HBSS.

DMSO - dimetilsufdxido (Sigma Chemical Company,

St. Louis - USA).

Eritrdécitos de Carneiro (E) - Obtidos de ani-
mais do Departamento de Imunologia e Microbiologia do Ins-
tituto de Biologia - UNICAMP, e conservados a 4°C em solu-

cdo de Alsever estéril, até o momento do uso.

Filtro Millipore 4-7 mm GSW (0,22 u); Millipore

Co. Bedford, Massachussets, USA.

Heparina (liquemine - 5000 UI/ml, Roche Produ-
tos Quimicos e Farmacéuticos S.A. - Rio de Jaﬁeiro, Bra-

sil).

Meio TC-199 (Difco Laboratories, Detroit, Michi
gan, USA), diluido em agua bidestilada e desionizada, acres
centaram-se 0,35 g/1 de bicarbonato de sédio a 7g% (U.T. Ba
ker, Richardson, Merrel - Moura Brasil - Sao Paulo) e o pH
foi acertado para 7,0. O meio foi filtrado em filtro de Mil

lipore e conservado a -20°C.
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Microplacas de Microcitotoxicidade (Falcon Plag
tics - Division of B.D. Laboratories Inc. Los Angeles USA);
microplacas subdivididas em 60 escavagdes, as quais foram

adicionados previamente anti-soros HLA.

“Pajlletes" - capilares de plastico com 13 cm
de comprimento por 0,3 cm de diametro (volume 0,5 ml) (Ins-

truments de Meédicine Véterinaire, L'Aingle, Franga).

PO Polimerizavel - Colocado em contato com
a &agua resulta dlcool polivilinico - (Instruments de Médi-

cine Véterinaire, L'Aingle, Franga)..

Solugdo de ACD - Preparada de acordo com a fér-
mula abaixo e esterilizada por filtragao em membrana de Mil

lipore (47 mm GSWP - 9,22 - Millipore - Co. Bedford, USA).

Solugdo: 8g de acido citrico
22g de citrato trissodico
24,59 de destrose
agua destilada 1000 ml
Os reagentes foram diluides para um volume fi-
nal de 1000 ml de agua destilada. A solugao foi conservada

a temperatura ambiente.

Solugao de Alsever - Preparada de acordo com a
férmula abaixo e esterilizada por membrana de Millipore (47

mm GSWP 0,22 - Millipore Co. Bedford, USA).

Solucao: 24,6g de glicose
9,6g de citrato de sddio
50,4g de cloreto de soddio

agua destilada 1200 ml

0s reagentes foram diluidos para um volume fi-
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nal de 1200 ml de agua destilada e o pH acertado para 6,1
com acido acético. A solugao final foi filtrada em Millipo-

te e armazenada esterilmente a 4°C. *

. Solugao Gradiente de Ficoll-Hypaque - a 354 ml
de solugao a 9% de Ficoll (Ficoll 400 - Pharmacia Fine Che-
micals Uppsala, Suécia) foram misturados 100 ml de ‘Hypagque
a 50% (Hypaque - Winthrop Products Inc. New York, USA) e
47,5 ml de agua destilada. A densidade especifica foi ajus-
tada para 1.076 e a solugao foi armazenada de forma esté-

ril e conservada a 4°C protegida da luz.

Solugao Fisiologica (Solugao Salina) - Cloreto
de sd6dioc a 0,85g% com agua destilada (Laboratdrio Merck S/A,

Indastrias Quimicas, Rio de Janeiro, Brasil).

Solugao Salina Balanceada de Hanks (HBSS - Difco
Laboratories, Detroit, USA). O pH foi ajustado com bicarbo-
nato de sdédic a 79% para 7.2. A solugdo foi armazenada de

modo estéril a -20°C.

Soro de Coelho como Fonte de Complemehto (c) -
Sangue de 500 coelhos Nova Zelandia, adultos e aparentemen-
te saos, fol colhido e incubado por 30 minutos a :37°C e por

2 horas a 4°C. O soro foi separado em centrifuga refrige-

rada e guardado em aliguotas a -70°C.

Solucao de Sulfato de Amonio (NH4)2 SO, - Merck
S/A - Induistrias Quimicas - Rio de Janeiro - Brasil). Cin-
gquenta g de sulfato de amonio foram adicionados em 100 ml
de agua destilada, com agitag3o constante a 25°C, em concen .

tragao final de 50% de solugao. O pH fol acertado para 7.8

com hidrdxido de sédio (J.T. Baker, Richardson Merrel - Mou
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ra Brasil S/A - Sao Paulo}. A solucao foli conservada a 25°C
sendo adicionado antes do uso, na proporgac de 1:2 soro hu-

5

mano.

3.3, Metodos Laboratoriais

3.3.1. Obtencao do Soro Humano AB Absorvido com Hemacias de
Carneiro (SAB-E)

Uma mistura ("pool") de soro.  humano de  varios
individuos do sexo masculino e do grupo sanglineo AB, gque
nunca receberam transfusoces foi previamente inativado a
56°C por uma hora, misturadd volume a volume com papa de
eritrocitos de carneirc e incubado a temperatura ambiente
por duas horas. O material foi centrifugado e incubado no-.
vamente com eritrocitos de carneiro, volume a volume, por
48 horas a 4°C. Apds nova centrifugagaoc, o soro absorvido*

foi aliquotado e guardado a -20°C.

3.3.2. Obtencao das Amostras de Soro dos Pacientes e dos
Controles Normais

0 sangue periférico foi coletado em seringa des

cartavel sem anticoagulante e transferido imediatamente ao
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tubo de ensaio estéril. Apds retragdo do codgulo, o soro
foi centrifugado e 400 x g por 10 minutos, aliquotado e ar-

%

mazenado a —-20°C.

*

Para os individuos adultos normais foi prepara-

do uma mistura de soro ("pool").

3.3.3. Obtencao da Gama-globulina (IgG)

Foram tomadas amostras de soro de individuos
acima descritos (3.3.2.), em um volume nao inferior a 20 ml,
colocado gota a gota sobre solugao de sulfato de amonio sa-
turado (pH 7.8). A mistura foi submetida a agitagdo cons-
tante e a temperatura de 22°C por trés horas. A suspensao
foi ent3o centrifugada a 3.000 rpm por 30 minutos a 25°C. O
precipitado formado fol ressuspenso em solucac salina em VO
tume de 21 ml. O método descrito acima foi repetido duas ve
zes. O precipitado final foi acertado para um volume de 7
ml (tres vezes concentrado da amestra original do soro)} em

solugdo salina.

pPara a remogido do sulfato de amdnio e purifica-
¢3o da gama-globulina, o precipitado foi colocado em diali-
se contra tampao salina a 4°C em pH alcalino por guatro
dias. B solucdo final foi centrifugada a 3.000 rpm por 30
minutos a 4°C. BAo final a pureza da proteina foi verificada

por imunceletroforese. Apés as amostras foram aliquotadas e

armazenadas a -20°C (GARVEY et al., 1977}.
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3.3.4. Obtencao dos Anti-soros HLA

. Na preparagao das élacas de microlinfocitotoxi-
cidade (Falcon Plastics Division of B.D. Laboratories Inc.
Los Angeles, USA) para a identificagao dos antigenos de
Classe I (HLA-A,B,C) e de Classe IT (HLA-DR), foram utili-

zados anti-soros:

1. Obtidos comercialmente, na guantidade de
duas baterias com cada um dos anti-soros representados em
duplicata para cada especificidade {(Behring, Behring-Werke

AG, Marburg, W. Germany).

2. Fornecidos gentilmente a) {(Dr. J. Dausset,
Dra. V. Lepage; Dr. L. Degos - Institut de Recherches Sur
1es maladies du Sang, Hospital Saint Louis, Paris - France)
b) (Dr. dos Santos, L.M. e Dr. Scheinberg, M.A. (Santa Casa
de Misericdrdia); ¢) Dr. Perseli, L.B. (Departamento de Imu
nologia e Microbiologia da Escola Paulista de Medici-

na - $.P.).

Nas placas foram adicibnados, péra cada especi-
ficidade, no minimo trés amostras de soros. As especifici-
dades Al, B8 e DR3 foram representadas por seis anti-soros
de procedéncias diferentes. Os anti-soros foram capazes de
jdentificar onze especificidades do locus HLA-A (Al, AZ,
A3, A9, Al0, All, A23, A26, A28, A29, AW33), dezessels espe
cificidades do locus HLA-B (B5, B7, B8, Bl12, B13, B14, B15,
B17, B21, B27, B35, BAC, BW41l, BW44, BW56, BW64), quatro es
pecificidades para o locus HLA-C {(CW2, CW3, CW4, CW7), seis

especificidades para o locus HLA-DR (DR1l, DR2, DR3, DR4,
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DR5, DR7). A reatividade no grupo de anti-soros HLA foi ava
l1jiada nos anti-soros controle-positivo e controle-negativo,
especificos para antigenos de Classe I e de 'Classe II, pro-

.venientes das fontes acima descritas.

3.3.5. Obtencao da Suspensao Celular

0 sangue periférico foi coletado em seringa des
cartavel com heparina kpara cada 10 ml de sangue foi acres-
centado 0,1 ml de heparina). Apds, foi misturado volume a
volume em solucio fisioldgica, centrifugado em gradiente de
Ficoll-Hypaque a 200 x g por 30 minutos. A fragdo contendo
os linfdcitos foi retirada com pipeta Pasteur e em seguida
1avada com HBSS duas vezes. O botao celular foi ressuspenso
em HBSS, usado imediatamente ou congelado em nitrogénio 1i-

guido para uso posterior.

3.3.6. Obtencao dos Eritrocitos de Carneiro (E) Tratados
Com AET (E-AET)

0 sangue de carneiro foi colhido esterilmente
com ACD (para cada 10 ml de sangue foram acrescentados 2,5
ml de ACD), os eritrdcitos foram separados e lavados em SO~
lugdo fisioldgica e tratados com AET (2-AET). Uma papa de

2 ml foi ressuspensa em 12,5 ml de solucao de AET incubada
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por guinze minutos a 37°C, com agitagao de cinco em cinco
minutos. Apdos a suspensao fol lavada trés vezes em solugao
fisioldgica e a papa resultante foi suspensa em meio TC-199,
enriquecida com 20% de sorc AB absorvido com E. A suspensao
foi usada imediatamente ou guardada por nao mais de oito

dias a 4°C (PELLEGRINO et al., 1976).

3.3.7. Tipagem HLA por Reacao de Microlinfocitotoxicidade

0 teste para a pesguisa dos antigenos HLA foi
realizado nas placas de microlinfocitotoxicidade, previamen
te preenchidas em cada escavagazo com 1 1 de cada um dos
anti-soros HLA. Inicialmente, foi colocado em cada orificio
1 ul da suspensao celulaf. 0O teste foi efgtuado Para_ dois _
tipos de suspensao celulaf, especifico para‘céiuias T {(ti-
pagem HLA-ABC) e para células B (tipagem HLA-DR). Os 1infd-
citos em uma concentracao de 4 x 106 cél./ml foram coloca-
dos na guantidade de 1 ul em cada escavacgao das placas. BAs.
placas contendo os linfodcitos T foram incubados por 30 minu
tos e aquelas com linfdcitos B foram incubados por 60 minu-
tos, ambas a temperatura ambiente (22°C). Apds esta primei-
ra incubacao, foram adicionades 5 ul de soro de coelho, co-
mo fonte de complemento, a cada orificio. As placas foram
incubadas por 60 minutos para os linfdécitos T e por 90 mi-
nutos para os linfécitos B. Em seguida, foi retirado o ex-
cessc de complemento por inversaoc das placas e imediatamen
te adicionado a cada escavagao 1 ul de azul tripan. Apos

10 ou 15 minutos, realizou-se a leitura das reacoes em mi-
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croscopio invertido com condensador de campe claro expres-

sando-se em porcentagem de células mortas.

3.3.7.1. Obtencao da Populaczo Celular Enriquecida de Lin-

focitos B
A suspensao de linfocitos obtida inicialmente
foi ajustada para uma concentragac de 3 X 10° cel/1 mi em

HBESS e enrigquecida com 20% de soro humano normal absorvido
com E (SAB-E)}. A esta suspensao celular foram acrescidos o0s
eritrocitos de carneiro tratados com AET, (para cada 1 ml
de suspensao celular foi adicionado 0,1 ml de (E-AET). A
mistura obtida foi colocada sob Ficoll-Hypagque, delicada-
men§e com pipeta Pasteur, deixando-se incubar por vinte mi-
nutos a 37°C. Posteriormente, o0s tubos foram centrifugaﬁoé
@& 400 x g durante 30 minutos e a 4°C. A nuvem formada foi
retirada e lavada trés vezes em HBSS e ¢ botao celular foi
reservado. Os linfocitos resultantes eram os nao formadores
de rosdceas com E comparado a populacso purificada de leucd

citos B {PELLEGRINO et al., 1976).

3.3.7.2. Obtencao da Populacac Celular Enriquecida de Linfg
citos T

0 botao celular obtido pelo procedimento descri
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to acima (3.5.7.1.), estava formado por uma populagao de
1infdcitos que ficaram ligados ao E, contendo uma populagao
purificada de linfdécitos T. Em seguida, foram colocadas al-
gumas gotas de agua aestilada para lisar os eritrocitos
contaminantes, seguindo-se duas lavagens com HBSS (PELLEGRI

NO et al., 1976).

3.3.7.3. Verificacao da Viabilidade Celular

Para cada dez microlitros de suspensao celular
foram adicionados 10 microlitros de azul tripan (1:400). A
viabilidade celular foi observada sob microscépio comum em
cAmara hemacitométrica, apds dez minutos de sedimentagao

com O corante.

%.3.7.4. Preparacao do Congelamento das Celulas

Em plasma autdlogo diluido meio a meio com solu
cao fisioldgica foi acertada a concentragao celular para
20 x 106 células/ml a 4°C. A esta suspensao foli misturado
jgual volume de solugdo de DMSO a 20% em HBSS e colocadas
em capilares de pléstico "pailletes" em um volume de 0,§
ml. Os capilares foram vedados com po polimerizavel diluido
em dgua {(dlcool polivinilico). Os "pailletes" foram conge-

1ados através da queda gradual de temperatura e colocados.
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em caixas de isopor com orificios em congelador a 70°C, por
no minimo 18 horas, apds congelados em nitrogénioc liquido e

guardados. para uso posterior (ROWE & COHEN, 1965).

3.3.7.5. Preparacao do Descongelamento das Celulas

Os capilares foram retirados do nitrogénio 1i-
guido e colocados imediatamente em banho-maria, a 37°C por
30 segundos. Apods, a suspensao celular foi depositada em pe
guenos tubos juntamente com 2 ml de sorc AB ou de plasma
autdlogo. A suspensao foi centrifugada, as ceélulas foram la
vadas uma wvez com meio TC 199 e verificada a viabilidade cg

lular; o material foil usado imediatamente.

3.3.8. Ensalo Linfocitotoxico por Reacao de Microlinfocito-

toxicidade
Cada escavacao da placa foi preenchida com
i ul das amostras de IgG dos pacientes: controle-positivo

(sorc humanc anti~DR positive) em um orificic, contrele-ne-
gativo (soro humano anti-DR negativo) em outro orificio de
cada placa; soro especifico anti~HLA-DR3 em um orificio de
cada placa. Um pl de suspensao de linfocitos B HLA-DR1, DR2,
DR3, DR4, DR5 e DR7 na concentragao de 4 x 106 cel/ml foi

adicionado a cada escavagao das placas. Apdés periodo de in-
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cubacgio de 60 minutos a temperatura ambiente, foram adicio-
nados 5 ul de soro de coelho como fonte de complemento. Se-
guiu-se um periodo de incubacac de 90 minutos a temperaturd
ambiente (22°C). O excesso de complemento foi retirado por
inversao da placa e imediatamente adicionado a cada escava-
c8o 1 ul de azul tripan. Apds 10 a 15 minutos, a leitura
das reacdes foi realizada em microscopio invertido com con
densador de campo claro e expressc em porcentagem de célu-

las mortas.

% Z.9. Epnsaio Linfocitotoxico Modificado para Analisar o
Efeito de Anticorpos Anticoxsackie B ou da Absorgao
com Yersinia Enterocolitica

Em placas de microcitotoxicidade, uma para an-
ticoxsackie e outra para o sobrenadante apds absorgao com
Yersinia enterocolitica foi inicialmente adicionado 1ul
das amostras de IgG dos pacientes, em cada uma das escava-
coes das placas. Posteriormente, adicionados 1 ul de Igé
obtida de "pool" de soro humano normal em uma escavagao -de
cada placa como controle-negativo; 1 1l de HBSS em outra
escavagao como controle negativo de 1 ul de soro humano an-
ti-DR - controle-positivo em uma escavagao de cada placa.
Foram imediatamente adicionados a cada uma das escavagoes
ja previamente preenchidas, 1 ul de soro positivo para Cox-
sackie B a uma placa ou 1 pl de sobrenadante apés absorgao

com Yersinia enterocolitica a outra plaaca. As placas foram
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incubadas a temperatura ambiente por duas horas e procedeu-
—-se o teste de microlinfocitotoxicidade. As placas foi adi-
cicnado 1 ul de suspensao de linfocitos B (DR3 positivo).
Apés periodo de incubagao de 60 minutos a temperatura am-
biente, foram adicionados 5 ul de soro de coelho como fon-
te de complementc. Seguiu-se um periodo de incubagao de 90
minutos a temperatura ambiente (22°C). O excesso de comple-
mento foi retirado por inversao da placa e imediatamente
adicionado a cada escavacao 1 ul de azul tripan. Apds 10 ou
15 minutos, a leitura das reagoes foi realizada em micros-
cépio invertido com condensador de campo claro e expresso

em porcentagem de celulas mortas.

3.4, Metodos Estatisticos

Para a analise estatistica dos dados foram em-

pregados os seguintes métodos:

- Teste do x?, quando pertinente com COTrregac

de Yates.
- Teste exato de Fischer.

Em ambos os testes foi adotado o nivel de signi

[

ficancia de &5
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3_4.1. Analise Genetica da Populacao

. Para a efetuacdo dos calculos das freqgiiéncias
antigénicas e génicas, a populacao estudada foi considerada
em equilibrio de acordo com a lei de Hardy-Weinberg (REID,

1978).

Do nimero total de individuos usados como amos-
tras da populag@o, inicialmente foi estabelecida uma esti-
mativa da freqgieéencia an?igénica para cada antigeno indivi-
dualmente, e, posteriormente, da fregiiéncia génica. Essas
fregiiéncias foram calculadas a partir de fdérmulas matema-
ticas, nas quais se levaram em consideracdo os individuos

em gue o antigeno estava presente ou ausente.

3_4.2. Calculo da Frequencia Antigenica (LAM & DEGOS, 1979;

SIEGEL, 1979)

No presente trabalho, estabelecida como exemplo

a fregueéncia de antigeno Al, obtivemos:

F.. = Da
a1 T 4
onde
Fay = freguéncia de antigeno Al
na = numero de individuos com o antigeno pre-
sente

n = numero total de individuos estudados
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Entao:

F = _56 - 0,357 ou 35,7%
Al 157

3.4.3. Calculo da Fregtencia Genica

Fstabelecida a freqiiéncia antigénica, fol cal-

culada a freguéncia génica para o mesmo antigeno, onde:

i
FG =1~ '1- na
-
AP
FG,,= 1 - %1 —%35b7

FG = 019,8 ou 19,8%

3.4.4, Desequilibrio de Ligagao (SVEJGAARD et al., 1974)

O desequilibrio de ligacgao de um determinado gg

ne foi calculado usando-se a formula

D= nd - ,nc + ndy b+ nd,
N N N N N
ande
D = Deseguilibrio &e ligacgao
nd = numero de individucs com o antigenc de um
locus mais o. antigeno de outro locus. Ex:
L1 e BS.
nc = numero de individuos com o© antigeno de um

locus B (ex B8) sem o antigeno de outro 1o

cus (ex Al).
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nb = numero de individuos com o antigeno do lo-
cus B (ex Al) sem o antigeno do 1locus B
(BX BB)- 4

0 significado estatistico foi calculado 'pelo

teste do x? para os diferentes individuos testados.



4., Resultados
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4, Resultados

5_1. Frequencia dos Antigenos HLA e Frequencia Genica HLA
em Populacao Caucasoide Miscigenada Brasileira da Ci-
dade de Campinas-SP

Na TABELA 1 esta representado o resultado da
analise da populagao estudada para os marcadores HLA-A, B,

C e DR.

A éescrigéo geral na primeira coluna representa
as diferentes especificidades antigénicas para os genes HLA
dos quatro "locus". As outras duas colunas mostram as esti-
mativas das frequiéncias antigenicas (valores expressos em
percentagem) e das fregUéncias génicas (valores eXpressos

em percentagem) para as especificidades HLA-A, B, C e DR.

Para identificar cada antigenc HLA, foram sele-
cionados anti-soros de boa gualidade e comprovada eficacia,
de maneira tal gue ¢ padrao de reatividade para as tipagens
celulares identificasse, de uma maneira clara, © antigeno

assinalado.

Os calculos foram realizados para todos os anti
genos, o gque permitiu um exame acurado da distribuicac dos
antigenos e genes para cada alelc HLA. Foi, igualmente, ana
lisada a populacdo em termos de percentagem dos genes e an-
tigenos "brancos", os quais incluem genes gque nao consegui-

ram ser definidos.
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4.2. Comparacao das Frequencias dos Antigenos HLA-A em Indi-
vicuos com Doenca de Graves e Grupo Controle

A

Dentre o grupo total de individuos com doencga
de CGraves, provenientes de populagaoc Caucasdide Miscigenada
brasileira e de mesma area geografica dos individuos do gru-
po controle, também Caucasdide Miscigenadas foram estabele-
cidas as estimativas das freguéncias antigénicas HLA-A, B, C
e DR. Quando comparadas para as freguéncias dos antigenos
HLA do grupo controle, r;velaram, para determinadas especifia
cidades, diferencas estatisticamente significantes. Os valo-
res das percentagens antigenicas para o "locus" HLA-A mos-
tram nio existirem diferencas significativas nos dois gru--
pos (TABELA 2). O alelo HLA-A28 apresentou um valor ligeira-
mente aumentado, quando analisadas as freqiiéncias antigéni-
cas observadas no grupo de pacientes (FAAZB = 17,5%) em rela
gao ao grupo controle (FAA28 = 10,8%), sugerindo uma associa
cao positiva do antigeno com a doenga. Entretanto, pelo cal-
culo estatistico (x? = 0,041 e P = 0,80 < p < 0,90) esta pos
sibilidade foi eliminada. O aumento numérico na ifreqﬁéncia;
provavelmente representa diferengas na composigdo é€tnica do

grupo de pacientes em relagao ao grupo controle.

4.3, Comparacao das Frequencias dos Antigenos HLA-B em Indi-
viduos com Doenca de Graves e Grupo Controle

Entre o grupo de antigenos de "locus" HLA-B (TA
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‘RELA 3) duas especificidades mostram um aumentc nos valores
relativos as suas freqgliéncias antigénicas calculada pelo ni-
mero de jﬂ&igemmstestados. C alelo HLA-Bl5 apresentou uma fre
15% nos pacientes e FA =

B15 B15

0,6% no grupo controle, com um x? = 15,221 e valor de

guéncia antigénica de Fa

p < 0,001. 0 alelo HLA-B21 apresentou um FA 15% nos pa-

B21
cientes e FABZI = 13% no grupo controle, com um ¥x? = 12,094
e valor de p < 0,001. As diferengas nas fregliéncias da po-
pulagdo de pacientes e grupo controle mostraram pelos calcu-

los estatisticos valores significativos, definindo uma asso-

ciagao positiva dos antigenos HLA-B1S5 e HLA-B21 com a doen-

ca.

4. 4. Comparacao das Freguencias dos Antigenos HLA-C em Indi-

viduos .com Doenca de Graves e Grupo Controle
£ , , :

A flutuacgac dos antigenos HLA-C (TABELA 4) mos-
trou limites normais nas freguéncias antigénicas estudadas.
Os valores percentuais para cada especificidade nas duas po-
pulagdes, tanto de pacientes como de controles, mostraram va
iores altos. Entretanto, a freguencia dos antigenos nos pa-
cientes nao diferiu daquela observada nos controles. Igual-
mente, a fregiiéncia dos "brancos” apresentou valores percen-
tuais bastante elevados, refletindo provavelmente especifi-

cidade n3oc definidas.
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4.5. Comparacao das Freguencias dos Antigenos HLA-DR em Indi
viduos com Doenca de Graves e Grupo Controle

r

Os antigenos de células B da serie alélica
HLA-DR (TABFLA 5) apresentaram os dados estatisticos mais
significativos, com relagdo as freqiiéncias antigenicas obser
vadas nos dois grupos. Um notavel aumento foi constatado na
especificidade HLA-DR3 cuja freqgiiéncia nos pacientes foi de
FA = 55% e no grupo controle foi FA = 14%, com um x2 = 21,555

e p > 0,001. Em relagéb a3 especificidade HLA-DR1l, foi cons-

tatada elevada diminuicdo na fregqiiéncia dos pacientes .
(FA = 10%) e no grupo controle (FA = 35,7%), contribuindo
com um X® = 8,742 e p < 0,001. A especificidade HLA-DRS,
igualmente apresentou diminuigdo na freguencia antigénica
dos pacientes (FA = 0,0%) com relagao ao grupo controle

(FA = 28,7%) (x® = 13,227 e p < 0,001).

4.6. Associacao de Haplotipos entre os Alelos HLA-A-R e DR
Encontrados em Individuos Controles Normais: e com Doen-
¢a de Graves

Na TABELA 6 esta relacionado o desequilibrio de
ligagdo positiva observado para HLA-A-B e DR, estabelecido a
partir da estimativa das freguéncias ant igénicas e freguéncias géni
cas definidas a partir das tipagens para os 157 individuos do grupo con-

trole e 40 pacientes (TABELA 10)}. Os resultados obtidos permitiram esta-
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belecer um desequilibrio de ligagdo e associagao haplotipica
positiva, com valores estatisticamente significativos de
0,64% de associagdo nos controles e 12,58% de associagao nos
pacientes com x2 de 11,441 e p < 0,01, apenas para o hapidti
po Al B8 DR3. As demais associacdes investigadas Al BB e B8
DR3 n3o revelaram valores considerados estatisticamente sig-
nificantes. Igualmente as associacdes entre os alelos B15
DR3 e B21 DR3 nos doentes (TABELA 8) nao mostravam signifi-

cancia estatistica.

4.7. Deteccao da Atividade Citotdxica para Ceélulas DR3 Posi-
tivas em Amostras de Soro de Pacientes com Doenca de
Graves

Em 40 amostras de IgG obtidas ae soro de pacien
tes com doenca de Graves coletadas entre margo de 198% e de-
zembro de 1986, analisadas pelo método de microlinfocitotoxi
cidade frente a painel de células positivas e negativas para -
o antigeno HLA-DR3 (TABELZ ), 12 amostras apresentaram-se
reativas com todas as células (9/9). Duas amostras foram po-
sitivas em oito reagdes (8/9); 6 amostras revelaram positi-
vidade em sete testes (7/9); duas amostras mostraram-se Ppo-
sitivas em & reacoes (6/9); 5 amostras foram positivas em 4
testes (4/9}; 5 amostras revelaram positividade em 3 reacoes
(3/9); e umé amostra foi positiva em 2 reagoes (2/9). Quando
analisadas para o painel de células DR3 negativas as amos-

tras de IgG nao apresentaram reatividade significativa.
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A prevaléncia de anticorpos citotoxicos no gru-
po total de pacientes analisados foi de 100% (FIGURA 1)}. O
soro anti-DR (controle positivo) most£0u marcada percentagem
de reatividade (100% de lise celular) quando comparadc com
os controles negativos: soro humanc negativo para DR soro hu

mano nhormal e HBSS (11% de lise celular).

4.8. Deteccao da Atividade Citotoxica para Celulas DR3 Posi-
tivas em Amostras de Soro de Pacientes Com Doenca de
Graves Antes e Apéé Absorcao com Anticoxsackie B ou
Yersinia Enterocolitica, Utilizando o Teste Linfocitoto
xico Modificado

Dentre as 20 amostras de 1IgG obtidas de pacien-
tes com doenga de Graves e selecionadas para a absorgao tan-
to para anticorpo anticoxsackie B como para a bactéria Yer-

L4 - o+ - — - -
sinia enterocolitica, somente a absorgao com o anticoxsackie
B apresentou uma capacidade de inibicao de reatividade ci-

rotoxica dos soros frente a linfdécitos B-DR3 positivas.

Para a investigac¢d@o nos soros, as placas de mi-
crolinfocitotoxicidade foram inicialmente revestidas com as
amostras de soros de pacientes com doenga de Graves € posS-
reriormente incubadas com: soros anticoxsackie B; com o so-—
prenadante dos soros de pacientes de Graves absorvidos com
Yersinia enterocolitica;.com um soro controle positivo para
célula B; soro negativo para célula B; "pool" de soro de in-

dividuos normais.
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Como pode ser observado na FIGURA 2, gquando a
especificidade das reagoes foil investigada, a amostra repre-
sentativa de soro humano anti-DR3 positive apresentou uma
percentagem de 100% de reatividade frente as células testa-
das. A outra amostra reativa, representada pelos soros dos
pacientes com doenga de Graves, mostrou igualmente uma per-
centagem de reatividade de 100%. A pré-incubacgao em placas
de citotoxicidade de soro de pacientes com soro positiveo pa-
ra o Co#sackie B com sobrenadante de absorgao com Yersinia
enterocolitica reduziu a percentagem de reatividade para
11% similar aquela apresentada pelos controles. Entretanto,
a absorgao de tais soros com Yersinia enterocolitica niaoc mos
trou nenhum efeito sobre a reatividade citotdxica frente a

células B HLA-DR3 positivas.
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TABELA 1: FREQUENCIA DOS ANTIGENOS HLA E FREQUENCIA GENICA
HLA EM POPULACAO CAUCASOIDE MISCIGENADA BRASILEIRA
DA CIDADE DE CAMPINAS (SP)
HLA-A (N=157), -B(N=157), -C(N=157), -DR (N=157)

Antigeno Fregiencia do Antigeno Freqiiencia do Gene
(%) ¢4

Al 33,1 18,2
A2 52,2 30,8
A3 13,9 8,3
A9 30,5 16,6
A1D 7,6 3,9
A1l 8.0 k.6
A23 1,3 0,6
A26 2,5 1,3
428 10,8 5,5
A29 ) 6,3 3,9
AW33 2,5 1,3
Brancos 2%,2 12,9
B? 17,8 9,3
BS 14,6 7,6
B12 19,7 10,4
B13 7,7 3,9
B1k 11,5 5,9
B15 0,6 0,3
B17 5,5 2,3
B21 1,2 0,6
827 5,5 4,8
B35 8,0 h,1
RLD 8,3 k2
841 1,2 0,6
Bk 1,9 0,9
BWS6 0,6 0,3
) 0,6 0,3
Brancos 42,0 23,8
CW2 7,1 3,6
W3 12,8 6,6
CwWh 33,2 18,3
W7 1,3 0,7
Brancos 36,9 20,6
Rl 35,7 19,8
bR2 39,5 22,2
BR3 14,0 7.3
DRE 71,3 17,1
DRS 28,7 15,6
DR7 18,5 9,8
Brancos 27,6 14,9
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TABELA 7: TESTE DE ASSOCIACAO ENTRE B1l5 e DR3

HLA PR3+ BR3~ Total
BLA
B15+ 3 3 &
B15- 19 15 B
22 18 kD
x% = 0,032 0,8< p< 0,6

Fischer p = 0,827%

. { -
TABELA 8: TESTE DE ASSOCIACAO ENTRE B21 e DR3

HLA DR3+ DR3- Total
HLA
B2+ 5 1 6
B21- 17 17 3L
27 18 ko
X2 = 1,41 0,2 < p < 0,3

Fischer p = §,1629
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TARELA 9: ATIVIDADE CITOTOXICA REVELADA COM SOROS DE PACIEN
TES COM DOENCA DE GRAVES, FRENTE A UM PAINEL DE
CELULAS B HLA-DR3 POSITIVAS

Soro de Pacientes Células Alvo
DRI+ DR3-

Soro 1 + - - - - . . _ . -
Soro 2 - + + + + * + - -
Soro 3 - + + - - + * - - -
Soro & - - + " - - - _ _
Soro S + - + " - + + - + -
Sere 6 + + + + + + + + .
Soro 7 + - + - - - - - * -
Soro B + + - - - + + - - .
Sero 9 - + - - - + + - - -
Soro 10 + + - - - + > - - -
Soro 11 - + - - - + - + +y -
Soro 12 + + + + + + + + + -
Soro 13 + - - - - + + + + -
Sorc 14 - + + - + + + + PR
Soro 1% - - + - - + + + + -
Soro 16 - + + - + + + + -
Soro 17 - + + - + - - - - -
S&ro 18 + + + + + + + + + -
Soro 19 - + - + + - - - - -
Soro 20 - - - . * + - - - + =
SH - Anti-DR(-) - - - - - - - - - -
SH - Anti-DR(+) + + + + + + + + + o+
SHN - - - - - - - - - -
HBSS - - - - - - - - - -
Total 9 9 11 8 9 15 15 9 11

SH - anti DR(-) - controle negativo para antigeno HLA-DR

SH - anti DR(+) - controle positivo para antigeno KLA-DR

SHN - soro humano normal

HBSS - solugao salina balanceada de Hanks

BR3+ - células positivas para o antigeno DR3

DR- =~ celulas positivas para HLA-DRI ou HLA-DRZ pu HLA-DRY, ou HLA-DRS ou HLA-DRY,



Tabela 9: continuaghs
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Soro de Pacientes Celulas Alvo
DR3+ DR3-

Soro 21 + + + - + - - _ . _
Sorp 22 - + + - - - + + + -
Soro 23 - - + + + + + + + _
Soro 2 + + - + + + + + + _
Sero 25 - + + - + + + + + -
Sero 26 - + + - + + + - - -
Soro 27 - - - - + + + - & -
Soro 28 ¥ - - + + + + + + -
Sero 29 - - + + + + + + ¥ -
Serg 30 + & + + + + - . 5 -
Soro 31 + - * + + + + + > -
Soro 32 - - - + ¥ + + + + -
Soro 33 + + + + + + + + + -
Soro 34 + » * + + + + + £ -
Sore 3% + + - + + + + + + -
Sero 36 + + + + + + + . + -
Soro 37 + * " + + + + - + -
Soro 38 ' v + + + ¥ * + & + -
Sero 39 + + + + + . ‘ * % & -
Soro 40 * + + - + + + " + _
SH - anti-DR {-) - - - - - - - - - -
SH - anti-DR (&) + " . + - + + . . .
SHN - - - - - - - - - -
HBSS - - - - - - - - - -
Total 1% 14 15 15 19 18 19 18 19

SH - anti-DR {-) - controle negative para antigeno HLA-DR
SH - apti-DR {+} - controle positivo para antigeno HLA-DR
SHN - sero humano normal

HBSS - selug3o salinz balanceada de Hasks.



TABELA 10: TIPAGEM HLA DE PACIENTES COM DOENCA DE GRAVES

pacientes Fenotipo HEA

“!

1 A9, A-; B12,B13; C-C-3 DRY,DR2;
2 AL, A-; 88,825; Wk, C-3 DR1,DRb;
3 B1,A26 B8,B-; C-L-3 DRY,DR-;
A A28,A-;  B35,B15; Cw3,CWh;  DR1,DR-;
5 LE B B5,B-3 CW3,0-; DR2,DR3;
6 A2, A3 B-B7;: CW3,C-3 DR2,DR3;
7 A9, A-3 B35,812; Cwh,C-; DR3,DR7;
8 A1,A11;  B35,Be; Wk, C-; DR3,DR7;
9 A1;A2; B5,88; C-C-3 DR3,DRA;
10 A2, A-; 85, B40; C-C-3 DR2,DR3;
11 A28, A-; B35,B-3 CW2,CWh; DR3,DRE;
12 A9, A-; B15,821; CWh,C-3 DR3,DRY;
13 £9,A28;  BhLD,B-; C-C-3 DRZ,DRT;
1k A9,A-; B35,B-; CW3,CWhk;  DR7,DR-;
15 A2,A3; 85,B21; C-C-5 DR3,DRA;
16 A2, A103 B-,B-7; - {-C-3 PRZ,BR-3
17 A1,A3; B27,835; CWh,C; DR7,DR2;
18 A3,A9;  BIB,B-; W2,0-3 DR3,DR=;
19 A1,A9; B5,B18; W3,0-3 BR3,DR-;
20 A1,A3; B7.,B-; £-C-3 DR2,DR7;
21 S A2,A; B21,835; Wk, C-3 BR-,DR-;
22 A2,A-; B13,B15; CWh,C-; PR1,DR-;
23 A2 A-; B5,87; tWz,C-3 DRZ,DR-;
24 A1,A-; B8,B15; L-C-; DR3,0RA;
25 A1,AZ; B8,B17; £-C-; DR3,DR2;
26 Al1,A-;  BS,B12;  CW7,C-; DR2,DR7;
27 A9,A28;  BL1,B-; CWh,C-; DR2,DR-;
28 A9,A28;  BB,B-; CW3,C-;3 DR2,DRA;
29 A2, A-; B21,B56; CWh,C—; DR2,DRA;
30 A1,A28;  B12,B27; C-L-3 DRZ,DR-;
31 A1,A3; B12,B403 CWh,C-j DR7,DRL;
32 A1,A10;  B27,B-; CW3,Cwk;  DR1,DR3;
33 A1,A28;°  B21,B-; C-C-3 DR2,DR3;
34 A2,A29;  B-,B18; C-C-3 DR2,DR3;
35 A2, A-; 88,B21; C-C-3 DR2,DR3;
36 A2,A3; B15,827; £-C-3 DR3,BRY;
37 A2,A29;  B17,B-; C-C-3 DR3,DR-;
78 22,A-; B15,Bh4; £-C-3 DR2,DR3;
39 A1,A9; B7,813; C-C-3 DR3,08-;

40 A2, A-; b4 B1k; o DR-,DR3.
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FIGURA 1: DETECCAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA PARA CELULAS B DR3
POSITIVAS EM AMOSTRAS DE SORO DE PACIENTES COM DOEN
CA DE GRAVES, UTILIZANDO-SE O TESTE DE MICROLINFOCI
TOTOXICIDADE

2 DE LISE ESPECIFiCA PARA HLA-DR3
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S¢ - amosira de IgG concentrada de pacientes com doenges de Graves
$6-SH anti DR3(+) - soro controle positivo para HLA-DR3

$6-SH anti DR3(-) - soroc controle negativo para HLA-DR3

SHN - IgG obtida de “pool™ de sore humano normal.

4BSS - solucae salina balanceada de Hanks.

Barras em prete - representar o soro sem stividade citotoxica.
Barras horizontais - representam o soro com atividade citotoxica.



81

02540SqR BD SAJUE 0405 - [EJUOZLJOY BU SBJJRY

BOTX0}0319 8PRPTATIE Was 0J0s - 0}add wa setdeg
] *BO131109043}Ua-BTUTSIOL WOD
syuey ep epesouejeq eut[es oedn[os - SSEH Bp1AJOSqR SARSD ap BHuUs0p woo sajuetoed ep epedjuesucd HbI ep eysour - §YIA-3S
*1BWJOU CuBWAY D405 op ,[00d, ep ep13qo 9bI - KNS : *g @T)ORSX0ITIUE WOD
SEA~-YTIH pJed o>mymmmc 81043u03 QJOE ~ ﬁ..vmmmlmwcw HS=-98 wt.m?__ownm .mw.am.._w ap mw:mov woo mmwgmmumn o BPBJSIUSIUGD me gp eJdjsowe - $X03598
¢4g-y1y eded oaT3Ts0d 8T04JU0Y 0405 - (+)CY(Q-TIUB HS~9S *saAgJg 8p ebusop wed sejueioed op epedjuesucd by ep esjysoue - yg
= = = ﬂ — — -_ - — —
z0 . e < B E. B, BB E
¢ <85 o $E 3T 87 3z 32 3% 3p 3% Iz
o = o m ol
S B $ & G2 B & H & & &
a5 98 SSHH  NHS 9s 98 SSEH NHS 35 as a5 95 s as s
4 14 411 Yoy )
MR e I X R
e 8 (oo [ R §
ol F) | s |l B e e
L) B LA o] e i : E
S bt el o K < tntutatad [T s B i) T e B -
””H”n"”"n tot Jll Tttt _H.UUHHH l"..“i"iu... siaie "4 vl Calalel g E ]
LI ] I B o
M MERNE S W e
L, LY e
EEEA belelld 1
[ JMLN B
L] WU N o
A M RNCK o' N
L MR N o
X EME & s
N NN N L N
RO e I R
KA OO s
R e | AR
L] fululalatd 500
L] AN B
O NN N o
KR NN B o
K L bbby Iy
e RN B b e
T ot L] e'ee'n
LA RN [
MW l..I.l."u PN
QNN JENCNLILN § oy
aae0n L ..“..“..T“u
W0 NN § o'y
s AN 'y
[ ] SR B ool
L] MAORECE B
BN SN § oo e
MO N NN B o O (n
O MMEE § o
ARERN NN N
SN NN e
O PCSCHURUN
L LRI & o o WO L}
o)t ffutututd Tmimimr] 12
I wlatteled ] au
e L] Lo e K
XREEn atlubd =y e
ManKn ) e | s o
KR AN § ey R
O ON) ibatd PTITi ] =i

AAYAIDIXOLOLIDOANITOUOIN dd 41845 O AS-OANVZITILA ‘VYOILITI0O0ddd
Nd VINISHAX [ & HIMOUSXODILNY WOD oY5d0sdY SQdVY d SHALNV ‘QIAYED Ad VONIOU WOD SHINIID
-vd 30 ON0S HU SVHLSOWY WA SVALLL30d €¥d SWINTID Vuvd YDIXQLOLID FAVAIALLY ¥d OYd0HELda T VANDIJd

0Z

0%

09

a8

0ol

€HA-VIH W¥vd V214123453 35117 34 %



5. Discussao



a3

5. Discussao

O presente trabalho procurcou analisar as asso-
ciacoes entre determinadas especificidades HLA dentro do po
limorfismo do Sistema Principal de Histocompatibilidade e
as manifestagdoes de auto-imunidade proprias da doenca de

Graves.

Nos 157 individuos, que constituiram o grupo
controle representativo de nossa populacgao, foi possivel
evidenciar as fregu@éncias antigénicas e génicas. As tipa-
gens celulares para o©s antigenos da Classe I e da Classe II
bem como a andlise das fregliéncias génicas e antigénicas pa
ra cada alelo HLA obedeceram a critérios estabelecidos prin
cipalmente no 82 “Workshop"Internacional de Histocompatibi-
lidade (TERASAKI et al., 1980; PARK et al., 1981) utilizan-
do-se a técnica de nuiéro1infocit0toxicidade para as tipa-
gens HLA adeguadamente definida em termos de sensibilidade

e especificidade (LAMM & DEGOS, 1979).

Estudos em nivel populacional tem demonstrado
gue as diferengas observadas nas fregiiencias dos alelos en-
tre as diferentes ragas ocorre por mecanismos de selegao
(BODMER et al., 1973), por desvio genético (BODMER, 19873},
ou mais provavelmente pela simples miscigenagao (DEGOS,
1979; FIGUEROA et al., 1988). Os dados sobre a distribuicao
das porcentagens antigenicas e génicas dos alelos HLA entre
as ragas devido a migragoes de populagdes concordam com o gque
se pode deduzir dos nossos resultados. Esses dados levam em

consideragao as 92 especificidades para os "loci” HLA-A,



84

B, C e DR bem conhecidas no presente (BODMER et al., 1984).
Dados semelhantes aos rossos foram relatados nos EUA em am-
plo estudo em populagac miscigenada descendente de caucasoi

des e negros (PICKBOURNE et al., 1977).

Segundo os autores, a miscigenagac geénica e a
mistura alélica parecem ter ocorrido por variabilidade re-

sultante da selecao natural para o polimorfismo HLA.

As amostras populacionais observadas na grande
maioria das comunidades européias apresentam variabilidade
menor € OS5 grupos humanos constituintes demonstram polimor-
fismo de menor dispersdo do gue o encontrado em nosso grupo

étnico (BAUR & DANILOVS, 1980).

A grande maioria dos individuos por nds tipa~
dos, embora fenotipicamente caucéséides, apresentou na his-
téria familiar progenitores com caracteres de misturas ra-
ciais (branca, negra, india). Tal miscigenacio provavelmen-
te explica a elevada proporgido de especificidades geénicas
nao identificadas (24,2% para o "locus" A; 42% para o "lo-
cus" B; 36,9% para o "locus" C e 27,6% para o "locus" DR)}.
A probabilidade desses genes "brances" se encontrarem em hg_
mozigose parece ser pequena (DAUSSET, 1979b). Provavelmen-
te sao subtipos ("splits") ainda ndo identificados dentro
da populagdo gue compoe a amostra analisada (BODMER et al.,

1986} .

Na andlise da relagado entre as fregiiéncias géni
cas e antigénicas, do grupo controle de individuos nio re-
lacionados e do grupo de pacientes também nao relacionados,

05 nossos resultados expressaram aumento significativo para
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as frequéncias dos antigenos HLA-B1S5 (0,6% nos controles pa
ra 15% nos pacientes: p < 0,001), HLA-B21 (1,2% nos contro-
les e 15% nos pacientes: p < 0,001), HLA-DR3 (14% nos con-

troles e 55% nos pacientes: p < 0,001).

Na verdade existem poucos estudos realizados en
tre grupos de individuos sadios e grupos de doentes que te-
nham levado em consideragao todas as varidveis que podem in
fluenciar a distribuigdo das especificidades HLA (ROSENBAUM
& McDEVITT, 1981; THOMSON, 1983; NEPOM, 1987; PAYAMI et al.,
1987). Tais informagoes sao, entretanto, de importancia fun
damental, tendo em vista as discordancias encontradas na 1i
teratura (SVEJGAARD et al., 1974; TIWARI & TERASAKI, 1985).
Na presente investigacao, os resultados discordam parcial-
mente desses dados com relaci@o as freqﬁénciaé principalmen-

te da Classe T.

| : - ~ .
As associagoes de haplotipos entre os nossos da

dos e os que consideramos mais interessantes na literatura
estao registradas na TABELA 7 e 8. Essa avaliacdo permitiu in-
cluir o desequilibrio de ligagac entre o hapldtipo Al, B8 e
DR3; nao foram encontrados valores significativos para ou-

tras associacdes.

A ligacao do alelo HLA-DR3 com a patologia da
doenca de Graves estd muito bem documentada em individuos
caucasdides e em populacgdes indianas e chinesas (ALLANIC et
al., 1980). Em negros americanos a associac3o foi observada
com © alelc DRW& (SRIDAMA et al., 1987). BOSCH e colabora-
dores (1985) e ROLLINI e colaboradcres (1985) estudando o

polimorfismo da regiaoc HLA-D constataram, através de técni-
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cas da biologia molecular, reacgoes cruzadas entre o DRW6 e
determinadas sub-~regioes do DR3. Da mesma forma, GORSKI e
MASCH (1986), utilizando sondas de oligonucleotideos sinté-
ticos, constataram ter sido o DR3 originade por mecanismo
de convers3o geénica a partir de um gene ancestral comum. As
similaridades estruturais observadas nesses dois antigenos
sugerem comprometimento direto do DR3 na suscetibilidade a

doenga (DAVIS, 1987).

E possivel que as associagoes dos genes HLA de
Classe I HLA-B15 e HLA-B21 sejam proprias da populagdo es-
tudada. Freguéncia aumentada do alelo HLA-B15 foi amplamen-
te descrita em pacientes com diabetes mellitus insulino-de

pendente (SVEJGAARD et al., 1980).

As flutuagdes circunstanciais das freguéncias
dos marcadores HLA encontradas em pacientes de diferentes
populagoes e em diferentes'grupos_étnicos, principalmente
para os antigenos de Classe I, tem sido apontadas em varios
trabalhos como sendo inteiramente secundarias, guando com-
paradas aos desequilibriocs observados para qualgquer um dos
“"loci" da regiéo HLA-D (THOMSON & BODMER, 1977; FARID et
al., 1987). Contudo, os nossos achados em relagao a regiao
HLA-B nao excluem a possibilidade de uma associagao direta
dos genes correspondentes aos antigenos HLA de Classe I com
a doenga de Graves. 0O papel bioldgico e antigenicidade des-
tas moléculas tem mostrado envolvimento principalmente com
os dominios da porgdo N-terminal da cadeia pesada (ORR,

1983; DUCEMAN et al., 1986; ULRICH & ATHASSI, 1989).

Estudos futuros de casos multiplos em familias

Serao necessarios para comprovar a existéncia de desequili-

H
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"brio real de ligagao dos alelos entre as diferentes regides
do complexo MHC e a doenga de Graves. Principalmente em re-
lagdo a molécula HLA-DR3, a metodologia soroldgica tem-se
mostrado extremamente limitante com relacdo a definicao dos
subtipos que possivelmente estardo mais diretamente asso-
ciados a essa doenga. Tendo em vista o grande polimorfismo
dos antigenos de Classe I, torna-se fundamental o mapeamen-
to dos epitopos antigenicos funcionais por técnicas de
maior poder de resolugao gue permitam definir sua correla-
gao com as alteragoes imunoldgicas proprias da doenca de

Graves (TIWARI & TERASAKI, 1985; WEETMAN et al., 1988).

Em adigao a "locus" de suscetibilidade ligado
ao HLA, antigenos de Classe IT tipo DR3 podem desempenhar
papei direto na suscetibilidade a fatores ambientais, dando
inicio a doen¢a auto-imune {THOMSEN & MARKER, 1989). O vi-
rus de Epstein-Bar tem sido-indicado como possivel agente
patogeénico na artrite reumatdide. Nesses doentes foram des-
critos defeitos celulares especificos do 1infdcito T res-
tritos a auséncia de supressao da proliferagdo linfocitdaria
caracteristicamente induzida pelo virus de Epstein-Bar (LE-

GRAND et al., 1984).

Em relacgao ao "diabetes mellitus” insulina-de
pendente, tanto fatores genéticos, como ambientais estao
bem documentados. Certamente infecgoes virails podem contri-
buir para a sua patogenese (em especial Coxsackie B4 e B5),
mas a evidéncia para predisposic@o de natureza genética €
igualmente forte (GAMBLE, 1980). Varios genes parecem estar
envolvidos, talvez com diferentes modos de heranga e mesmo

com efeitos aditivos como foi observado pela fregliéncia
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mais alta dessa doencga em heterozigotos DR3/DR4 (ROTTER et

al., 1983; GROOP et al., 1988).

A dificuldade para a analise dessa natureza con
siste em se obterem testes viroldgicos e imunoldgicos 1logo
no inicio da lesdoc pancredtica, quando o diabete ainda nao

pode ser detectado.

A literatura tem descrito exemplos de doen-
cas .de origem auto-imune com caracteristicas extremamen-
te semelhantes as por nds encontradas, por exemplo o "dia-
bete mellitus"” insulino-dependente associado a infecgao con
firmada por virus Coxsackie B, a genes de alto risco, a fe-
nomenos auto-imunes humorais e celulares (anticorpos anti-
ilhota) e a efeito diabetogénico do virus demonstrado em al
gumas racas de camundongos, também suscetiveis. Esse estudo
documentou a importancia da constituic@o genética para a
suscetibilidade individubl,-poisua paciente tinha o antige-
no HLA-DR3 gue indica alto risco para esse tipo de . diabe-
tes. Nao havia nesse caso desequilibrio nas populacgdes de
linfdcitos T, mas sim provavelmente anormalidade limitada
a um clone linfocitario particular. Anticorpos antiilhota
foram detectados em alto titulo precocemente no cursc da
doenca, antes do seu inicio clinico. Ha evidencias na 1i-
teratura de gue esses anticorpos sao produzidos secundaria-
mente a alteragdo viral das membranas das células gue cons-

tituem as ilhotas pancreaticas (YOON et al., 1979).

NAKAMURA et al. (1988), analisando em condigoes
otimas a ativagdo de células B humanas e usando virus de
Epstein-Bar em ensaios de diluicac limitante, de forma a ge

rar linhagens secretoras de anticorpos monoclonais, conclui
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ram que a alta freguencia de celulas circulantes produtoras
de auto-anticorpos, principalmente da classe isotipico IgG,
é caracteristica em pacientes com doenca auto-imune. Estu-
dos de competigao antigeénica e dissociagao demonstraram gque
esses auto-anticorpos diferem nitidamente dos detectados em
individuos normais pelo fato de serem monoreagentes de alta
afinidade, o gue no conjunto indica resposta secundaria di-
rigida a antigeno especifico envolvende anticorpos deriva-
dos de mutagao somatica. Nesse sentido, auto-anticorpos re-
sultantes de ativaga@o policlonal de 1linfdcitos B muito mais
provavelmente deveriam ter afinidade relativamente baixa,
serem polivalentes e possuirem configuragao das regioces V
nao derivadas de mutagdo, semelhante ao que ocorre em indi-

4 > gl L4
viduos normals por selegao com auto-antigeno.

Essas consideragoes se aplicam de forma perti-
nente as doeng¢as auto-imunes restritas a um determinado Sr-
gaoc, como na doenga de Graves por nos estudada ou no "aia—
betes mellitus” insulino-dependente. Nesses casos © auto-
-anticorpe, IgG com alta afinidade, desempenha papel impor-
tante na fisiopatologia e patogenia da doenga (SALVI et al.,

1988).

A auto-imunidade também pode ser devida a pro-
dugac de anticorpos antiidiotipos gue, por possuirem especi
ficidade para os idiotipos de anticorpos a virus, podem 1li-
gar-se aos mesmos constituintes celulares gue o virus (STRO
MINGER, 1986}. Ainda pode resultar da chamada "molecular mi
micry" na gual um anticorpo pode reconhecer tanto antigenos
virais como antigenos do hospedeiro (HANSEN, 1986; MARK et

al., 1987).
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Certos anticorpos antiidiotipos, além de de-
monstrarem ligagdo especifica as moléculas do anticorpo con
tendo idiotipo, podem também expressar algumas propriedades
funcionais do antigeno inicial (FARID & LO, 1985; MOURIT-
SEN, 1986). Para analisar a possivel acdo de anticorpos an-
tiidiotipo, SEGE & PETERSON (1978) induziram anticorpos an
tiinsulina e, em seguida, prepararam anticorpos antiidioti-
pos (contra anticorpos purificados antiinsulina). Foi pos-
sivel, usando tais anticorpos especificos anti-antiinsulina:
1. bloquear a ligagao da insulina marcada com iodo isotopi-
co dos receptores para insulina em adipdcitos; 2. demons-
~trar ligacdo direta aos receptores para insulina dos anti-
~corpos anti-antiinsulina marcados; 3. reduzir com seu uso

os niveis glicémicos de camundongos diabéticos.

Tals anticorpos anti-receptor podem ser demons-
trados na doencga de Basédow—Graves (SWITH & HALL, 1974). Um
ponto importante passa a ser distinguir se os anficorpos an
ticorpos anti-receptor sdoc inicialmente induzidos direta-
mente contra o proprio receptor ou se via indugaoc de anti-

corpos auto-antiidiotipo.

Nossos resultados sugerem a presenca de uma res
tividade linfocitotdxico possivelmente - um anticorpo com es
pecificidade para linfocito B em 100% dos doentes analisa-
dos. Essa observagao € original e parece indicar a presen-
ga de anticorpos capazes de reconhecer possivelmente sitios
‘particulares da cadeia B do antigeno DR, visto gue a reati-
vidade nao é uniforme para todos os antigenos DR3 (TABELA

e no caso nao reconheceriam zona constante de sua estru~
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" tura, mas sim polimdrfica. E reconhecidamente grande o po-
limorfismo das moléculas de Classe IT (BONTROP et al., 1986;
WESCOTT et al., 1987; BONTROP et al., 1988; KA?ES & STROMIN
GER, 1988); CHAO et al., 1989). Alternativamente outros si-
tios antigénicos em 1linfdcitos B, mas ndo em linfdécito T,
poderiam ser alvo & acgao citotdxica. Essa atividade citotd-
xica nd3oc é removida por absorgao com Yersinia enterocoli
tica gque possuil sitios de ligacdo saturdvel para TSH, com-
portando-se como os verdadeiros receptores para TSH na mem-
brana plasmatica de células tireocidianas (WEISS et al.,
1983; HEYMA et al., 1986). Este fato sugere gue a atividade
citotoxica descrita neste trabalho nao tem relagao com as
globulinas estimuladoras da tiredide, que no soro dos doen-
tes reconhecidamente tem afinidade para ©s receptores para

TSH (SUMAQ et al., 1989).

Entretanto, o efeito linfocitotdxico é signifi—
cativamente reduzido por incubagao com soros de pacienées
com infeccdo viral contendo anticorpos anticoxsackie B. Es-
ta observagao levanta a possibilidade desses anticorpos lin
focitotoxicos serem na verdade anticorpos antildiotipo com
especificidade para o idiotipo de anticorpos anticoxsackie
B. Neste caso © receptor para o© virus poderia ser o propric

antigeno DR3.

Esta possibilidade é coerente com idéias e fa-
tos registrados na literatura e que foram em parte apenas
lembrados nesta discuss8o. O efeito mencicnado por ultimo,
de reﬁugéo da atividade linfocitotdxica, pode nao estar res
trito ao anticorpo anti-virus Coxsackie B e envolver da mes

ma forma outros virus. 0O assunto certamente merece analise
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mais aprofundada nesse ponto e a atual observagao pode ser
tida como sugestiva. E possivel gue a metodologia utilizada
para a demonstracao dessa atividade linfocitotdxica, docu-
mentada de forma original neste trabalho, possa servir para
explorar o papel funcional de moléculas HLA da Classe IT,
interagindo com agentes virais sempre presumidos nas inter-

pretagoes patogénicas das doengas auto-imunes.

Evidentemente para que haja resposta imune fren
te a um antigeno, este deve gerar peptideos capazes de 1i-
gar-se a moléculas CHP. da Classe II, mas também o individuo
deve possuir linfdcitos T portando receptores capazes de re
conhecer a combinagdo particular do peptideoc e o MHC (YAGUE
et al., 1985; LEE et al., 1987). Isso implicara em que um
antigeno causador de doenca em um individuo pode nao indu-
zi~}a em outro com CHF diferente (polimorfismo do CHP) (MEL
LINS et al., 1988) ou com répertdrio de receptor de célula
T diferente (polimorfismo do receptor de célula) (BERZOFSKY
et al., 1988). A expressdo aberrante do CHP na superficie
celular pode ser importante na apresentagao de auto-antige-

nos em tecidos alvo (LAHAT et al., 1989).

No complexo trimolecular {(molécula do receptor
em célula T + antigeno + molécula do CHP) varios sio por-
tanto os pontos de variagdo no contexto do polimorfismo e
gque podem ter efeito na determinagac da doenca auto-imune

(KUMAR et al., 1989).
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Representagac Diagramatica 3: Complexo Trimolecular de Ativagio da Célula T.
Compreendendo o receptor molecular da celula T; o antigenc e a molecula MHC. As  indica-
goes Vo, VB, Cx e (B representam as regioes varisveis e constantes da cadeia c e B do re-
ceptor da celula T; ol o, o3 & B2 representa as fres regives dz cadela e 2 (32 micreglo
bulina do complexo MHC Llasse I e dominic B para MHC de Classe II.
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6. Conclusoes

Os resultados obtidos permitem as seguintes con

clusoes:

1. As freqiuencias génicas e antigénicas para os
alelos HLA de Classe I e de Classe II nos individuos sa-
dios, gue foram a nossa amostra da populacdo de Campinas,
mostraram peguena variabilidade numérica para todos os ale-
los dos loci ABC e DR em relagac a outras populagdes seme-
lhantes analisadas por outros autores, e gue serviram de mo-
"delo comparativo, permitindo classificar a nossa populagao
estudada para o Sistema de Histocompatibilidade Principal como

Caucasdide Miscigenada.

2. A correlacgao entre as frequencias dos alelos
da populag%o controle e da populagac de pacientes com doen-
ga de Graves mostrou um aumento estatisticamente signifi-
cativo (p > 0,001) para os antigenos de Classe I (HLA-B1S5 e
HLA-B21) e de Classe II (HLA-DR3), para os pacientes, suge-
rindo uma associag3o entre os genes com freguéncia aumen-

tada e a doenga.

3. 0 soro dos pacientes apresentou, uma reati-
vidade citotoxica para o linfdcito B em 100% das amostras,
sugerindo uma acao frente a epitopos da Classe II, talvez
DR3. Tanto gquanto sabemos, esta observagao apresenta o pri
meiro registro na literatura de anticorpos linfocitotoxicos

na doenga de Graves.

4. Houve remogao desta reatividade dos  soros
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dos pacientes, quando os mesmos foram absorvidos com anti-
corpo anticoxsackie humano tipo B. Este fato permite levan-
tar a hipdotese de o anticorpo linfocitotdxico ser antiidio

tipo de anticorpo anticoxsackie B.

5. A absorcado dos soros com suspensaoc de Yersi-
nia enterocolitica nfc foi capaz de eliminar a atividade ci
totoxica descrita, sugerindo gue esta nd3o tem especifici-
dade para o sitio Jue se comporta nessas bactérias como re-

ceptor para TSH.
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7. Resumo

As associagdes entre determinantes polimérficos
do CHF e doengas auto-imunes observadas em estudos de popu-
lagdo podem ter explicacdao em nivel de modificacgdes anor-
mais na resposta imune. Nessas doencgas tornou-se de intereg
se fundamental entender os mecanismos pelas gquais as molé-
culas HLA conferem a suscetibilidade individual. Com esse

interesse no presente trabalho foram avaliados:

- Nos 1infdocitos T e B as tipagens para os an-
tigenos HLA de Classe I e de Classe IT de individuos con-
troles normais e pacientes com doenga de Graves a fim de
estabelecer as freqgliéncias génicas e antigenicas para os
alelos ABC e DR. Pelo método de microlinfocitotoxicidade fo
ram tipados 157 individuos sadios e gque constituiriam a po
pulag¢ac controle e 40 individuos formadores da populagido de

pacientes com doenga de Graves.

- As amostras de soro de 40 pacientes com doen-
ga de Graves foram pesguisadas para reatividade linfocito-
toxica para os linfdocitos B. A reatividade foi avaliada por

reacao de microlinfocitotoxicidade.

- Dentre as 20 amostras de sOro de pacientes
com doenga de Graves absorvidas com Yersinia enterocoliti-
ca ou anticoxsackie humano tipo B, foi possivel evidenciar
uma inibigac do efeito linfocitotdxico para o anticoxsackie

humano tipo B.
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