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RESUMO

A diabetes mellitus do tipo 1 (DM1) é o disttirbio endécrino-metabdlico mais frequente em
criancas. E uma doenca autoimune resultado da destruicio selectiva das células beta
pancredticas. A velocidade de destrui¢io das células beta pode ser rdpida em algumas
pessoas e lenta em outras; esta ultima ¢é tipica de adulto é conhecido como diabetes
autoimune latente em adulto (LADA). A sua etiologia envolve factores ambientais e
genéticos, dos genes envolvidos a maior contribui¢io vem da regido do genoma onde estao
localizados os genes do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC). A
combinagao de diferentes alelos do sistema de antigénio leucocitdrio humano tipo II (HLA-
IT) esta associada a susceptibilidade da doenga e as principais molécula envolvidas sao a DQ
e DR. O estdgio pré-clinico da doenga se caracteriza pela presenca de auto-anticorpos,
sendo o anti-GAD o mais sensivel nesta patologia.

OBJECTIVO: Analizar a frequéncia dos polimorfismos HLA-DR/DQ em angolanos
portadores de diabetes tipo 1, residentes em Luanda. O tipo de estudo adotado foi caso-
controlo num universo de voluntdrios provenientes da consulta externa de hospitais e
clinicas locais no periodo de outubro de 2012 a outubro 2013. A amostra bioldgica
utilizada foi sangue total, tendo sido processada no laboratério LABGENE, da Faculdade de
Medicina (FM) da Universidade Agostinho Neto (UNA). Os auto-anticorpos, anti-GAD,
foram doseados pelo método de ELISA. O ADN gendmico foi extraido a partir de sangue
total periférico e tipagem genética foi realizada mediante PCR-SSP.O alelo DQB1*02
(DQ2/DQ2) (p=0,033, OR= 4, IC (1,2-13,3) foi associado a susceptibilidade da DM1;
os alelos DQB1*06 (DQ6/DQ6) (p=0,000, OR=0,30, IC (0,17-0,54); *11 (p=0,011,
OR=0,14, 1C=0,032-0,62); *13 (p=0,006, OR=0,13, 1C=0,049-0,588) ¢ *15 (p=0,001,
OR=0,044, 1C=0,005-0,39) foram associados a prote¢do. Foi encontrado 29,2% de
positividade para o anti-GAD, nio houve associagio significativa (p=0,69) entre a resposta
positiva do anti-GAD e a idade. Nao foi encontrada associago significativa (p=0,39) entre
o tempo de diagndstico e resposta humoral. Observou-se associagdo significativa entre os
alelos de risco DQB1*02 (p=0.000) e resposta positiva para anti-GAD; da mesma maneira
houve uma associagio significativa para os alelos DQB1*06 (p=0,002), DRB1*11
(p=0,048); *13 (p=0,004) ¢ *15 (p=0,021) e a resposta negativa do anti-GAD.
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Os dados demostram o forte envolvimentos do gene HLA-II (DQ) com a suceptibilidade a
DM1 e sugere que a autoimunidade se desenvolve na presenca de susceptibilidade genética,

quer dizer, em associagio com alelos HLA-II especificos.

Palavras-chaves — Diabetes Mellitus tipo 1, HLA-II, PCR-SSP, Anti-GAD.
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ABSTRACT

The type 1 diabetes mellitus (T1DM) is the endocrine-metabolic disorder more common
in children. It is an autoimmune disease results from selective destruction of pancreatic beta
cells. The rate of destruction of beta cells may be rapid in some people and slow in others;
the latter is typical adult is known as latent autoimmune diabetes in adults (LADA). Of all
the genes involved the largest contribution comes from the region of the genome where are
located the genes of the major histocompatibility complex (MHC). The combination of
different alleles of the human leukocyte antigen system type II (HLA-II) is associated with
disease susceptibility and key molecule involved are DQ and DR. The preclinical stage of
the disease is characterized by the presence of autoantibodies, and anti-GAD the most
sensitive in this pathology.

OBJECTIVE : To analyze the frequency of HLA-DR/DQ polymorphisms in Angolan
patients with type 1 diabetes, living in Luanda. The type of study was adopted was a case-
control in a universe of volunteers from outpatient local hospitals and clinics. The
biological sample used was whole blood and was processed in LABGENE laboratory,
Faculty of Medicine (FM) Agostinho Neto University (UNA) . The autoantibodies, anti-
GAD, were assayed by ELISA . Genomic DNA was extracted from peripheral whole blood
and genetic typing was performed by PCR-SSP. The DQB1 * 02 (DQ2 / DQ2) (p =
0.033, OR =4, CI (1.2 to 13.3) were associated with the susceptibility DM1, whereas the
DQB1 * 06 (DQG / DQG) (p = 0.000 OR = 0.30 CI(0.17 to0 0.54); * 11 (p = 0.011, OR =
0.14 ,CI = 0.032 t0 0.62); * 13 (p = 0.006, OR =0, 13, CI = 0.049 to 0.588) and * 15 (p
= 0.001, OR = 0.044 , CI = 0.005 to 0.39) were associated with protection. it was found
29.2% positivity for anti-GAD, there was no significant association (p = 0.69) between the
positive response of anti-GAD and age. There was no significant association (p = 0.39)
between the time of diagnosis and humoral response. There was a significant association
between the alleles risk of DQB1 * 02 (p = 0.000) and positive for anti-GAD response, the
same way there was a significant association for DQB1 * 06 alleles (p = 0.002), DRBI * 11
(p = 0.048) * 13 (p = 0.004) and * 15 (p = 0.021) and the negative response of the anti-
GAD.
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The data demonstrate the strong involvement of HLA-II (DQ) with DM1 and surgere
that autoimmunity develops in the presence of genetic susceptibility to say, in
association with specific alleles HLA-II.

Keywords - Type 1 Diabetes Mellitus, HLA-II, PCR-SSP, Anti-GAD
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1. INTRODUCAO

A etiologia da diabetes mellitus (DM) é complexa e nio ¢ totalmente compreendida, sabe-se
que ¢ uma doenga multifactorial, que tem como caracteristica geral o aumento de glicose no
sangue. Ainda assim, muito tem havido enorme progresso no sentido da melhoria da
compreensao da base genética desta sindrome que ¢, ainda uma causa importante de doenga
cardiaca e derrame cerebral (AMERICA DIABETES ASSOCIATION, 2006). O
aparecimento e aplica¢do de novas tecnologias tém permitido aumentar o conhecimento
relacionado a fisiopatologia da DM levando a uma melhor compreensio das suas bases
imunoldgicas, da sua susceptibilidade genética, assim como uma melhor compreensio do

papel desenvolvido pelo ambiente, pela dieta e pelo estilo de vida.

Os critérios para o diagnéstico e classificacao da diabetes sao diversos e variam de pais para
pais. A classificagdo proposta pela Organiza¢io Mundial de Saide (AMERICA DIABETES
ASSOCIATION, 2013) tem em consideragao a etiologia da diabetes e inclui quatro tipos:

1. Diabetes mellitus tipo 1 (DM1);

2. Diabetes mellitus tipo 2 (DM2);

3. Outros tipos especificos de DM (defeitos na agio da insulina, doenga do
pancreas, endocrinopatias, infecgoes, indu¢io quimica ou por drogas, formas
incomuns de diabetes mediada imunologicamente e outras sindromes associadas);

4. Diabetes gestacional.

Em Angola pouco se sabe sobre a etiologia da DM1 sendo, por tanto, a importincia deste
trabalho é conhecer os aspectos essenciais sobre a predisposi¢io genética deste tipo de DM

na populagio.
1.1. Diabetes mellitus tipo 1

A DM1 ¢é definida como uma doenca resultante da destruicao das células beta das ilhotas de
Langerhans do pancreas, atribuivel quer a um processo autoimune, quer a uma causa

desconhecida (DM idiopdtica). Como consequéncia desta destruicio a produgio de
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insulina acaba por diminuir para niveis abaixo de um limiar critico para o individuo,
terminando numa caréncia absoluta de insulina (Lima, 2001). Portanto, nesta patologia a

terapia hormonal com insulina é fundamental para a sobrevivéncia dos pacientes.

A DML ¢ considerada o distrbio endécrino-metabélico crénico mais frequente na infincia
podendo ocorrer em qualquer idade, manifestando-se geralmente abaixo dos trinta anos

(America Diabetes Association, 2013).

Durante a progressio da doenga, a velocidade de destrui¢io das células beta é muito
varidvel, podendo ser rdpida em algumas pessoas e lenta em outras. (Skyler, 2010). A forma
de progressio lenta ocorre, geralmente, nos adultos e, por vezes, ¢ referida como diabetes

autoimune latente do adulto (LADA) (Cernea, 2009).

uns doentes, particularmente as criangas e os adolescentes, podem apresentar cetoacidose
Alguns doent ticul t ¢ dol t d tar cetoacid

como primeira manifestagio da doenga. Outros tém uma hiperglicemia ligeira em jejum
que pode evoluir, rapidamente, para uma hiperglicemia grave e/ou cetoacidose na presenga
de uma infeccido ou de outra situagio de stress. (Sperling, 2002). Em outros,
particularmente adultos, as células beta podem manter uma fungao residual, durante muitos

anos, suficiente para prevenir cetoacidose (WHO, 2007).

Outros, porém referem uma insulinopenia permanente e tendéncia para cetoacidose mas,
nio apresentam qualquer evidéncia de um processo autoimune sendo assim classificado
como de Tipo 1 idiopdtico (Mclarty et al., 1990; American Diabetes Association, 1997).
Esta forma de diabetes é mais comum nos individuos oriundos de Africa e da Asia
(Hagopian et al., 1995). Outra forma caracteristica em Africanos caracteriza-se por uma
cetoacidose de manifestagio periddica em individuos sujeitos a uma terapéutica de

substitui¢do com insulina que pode nao ser constante (Ahren e Corrigan, 1980).

De forma a esclarecer os mecanismos etiopatolégicos da DM1 e da patogénese das suas
complicagoes, estudos epidemioldgicos tém permitido identificar os diversos factores de
risco para seu desenvolvimento sendo assim dados de grande valor para estabelecer o perfil

dos pacientes e definir meta a serem tragadas quanto ao manejo da doenga.
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1.1.1. Epidemiologia

Actualmente a DM1 atinge um ntimero considerdvel de pessoas. No mundo estima-se que
exista 12 milhdes de casos, sendo que este valor tende a dobrar em 2030 (WHO, 2007). A
sua incidéncia véria largamente entre populagoes e dreas geogréficas. Americanos de origem
africana e os hispanicos tém menor incidéncia que caucasianos residentes na mesma 4rea
(Laport, 1984). As maiores taxas de incidéncia mundial ocorrem na Finlindia e Sardenha
(Itdlia), com aproximadamente de 40/100.000 habitantes/ano, seguidas por outras
populagées caucasianas na Europa e América (cerca de 10-20/100.000 habitantes/ano).
Finalmente, os paises asidticos (Japio, China e Coreia), apresentam as menores taxas

mundiais (inferiores a 3/100.000 habitantes/ano) (Karvonen et al., 2000).

Em 2010 4 DM1 acometia 479,6 mil criancas entre zero e 14 anos no mundo, e a sua
incidéncia se mostrava em franca ascensio de 3% ao ano (International Diabetes
Federation, 2010). H4 um aumento na incidéncia anual em Europa e uma tendéncia de
aumento entre as criangas mais jovens. Curiosamente, os paises de incidéncia mais baixa da
Europa Oriental tém um rdpido aumento na incidéncia anual (por exemplo: Roménia e
Polénia). Este aumento na incidéncia nio pode ser atribuido & mutagio genética da
populagao mas sim, a mudanga no estilo de vida e a pritica de uma melhor higiene do meio

ambiente, sendo esta a causa mais provdvel para tal aumento (Sanjeevi, 2009).

Achados clinicos sugerem que as caracteristicas da DM1 em Africa Subsaariana podem
diferir daquelas em populagdes europeias. Por exemplo, a idade de inicio tende a ser mais
tardia, em comunidades africanas, em média, 22-29 anos, a preponderincia em mulheres

foi relatada na Africa do Sul (Kalk, 1993).

Os dados sobre a incidéncia da DM1 em Africa sio poucos (figura 1), embora exista alguns

trabalhos que reportam dados do continente (tabela I)
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Figura 2. Incidencia estimada de diabetes tipo 1 en ninos entre 0-14 anos, 2011.

<15 ®8,5-140 Sin datos
1,5-5.0 ® 14,0-24,0
5.0-8,5 ®>240

Fuente: Diabetes Atlas 5" Edition. Federacién Internacional de Diabetes (IDF), 2011.

FIGURA 1. Mapa de Incindéncia da DM1

TABELA I. Incidéncia da DM1 em paises de Africa

Incidéncia
Argélia 0,27/1 000
Gana 0,75/1000
Nigéria Igbo 0,25-0,46/ 1 000

Fonte:PADOA,2011

Em Bengo, uma populagao rural de Angola, achou-se uma prevaléncia da DM de 2,8%

(Neto, et al., 2010). Foi o primeiro e tnico estudo realizado em Angola até a data.

As explicacoes para estas diferencas regionais e étnicas na prevaléncia da DM sugerem a
influéncia de factores genéticos e ambientais. Nesta dire¢io novas abordagens foram
descritas pela Type I Diabetes Gentics Consortium (T1DGC) com o apoio do Instituto
Nacional de Saide (NIH) (Sanjeevi, 2009).
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1.2. Antigénio Leucocitirio Humano

Os genes que codificam as proteinas estruturais do sistema de histocompatibilidade
humano sao assim chamados porque, quando foram descritos pela primeira vez, eram os
principais elementos genéticos relacionados com a rdpida rejei¢do de tecidos transplantados
em animais de laboratério, particularmente em ratos, sendo em conjunto denominados
MHC. Assim, o MHC representa o conjunto de genes responsdvel por codificar as
moléculas do HLA. No ser humano estd localizado no brago curto do cromossoma 6, e,

didacticamente, esses genes podem ser reunidos em 3 grupos, denominados genes de classe

I, Il e IIT (figura 2).

Os genes de classe I codificam as moléculas cldssicas de histocompatibilidade HLA-A, B e

C.

Os genes da classe II codificam as moléculas cldssicas HLA-DR, DQ e DP, que estio
presentes constitutivamente apenas nas superficies de alguns tipos celulares como
macréfagos, linfécitos B e células dendriticas, colectivamente denominadas de células
apresentadoras de antigénios. Estas moléculas sao heterodimeros formados por uma cadeia
o e uma 3, ambas codificadas por genes situados no MHC, ou seja, no cromossoma 6
.Estes contém dois dominios o.i/02 e Pi/f2 com cerca de 90 residuos para as moléculas
HLA-DQ e DP. Entre os dominios o e 3 os que apresentam maior polimorfismo sio o e
1. No entanto para as moléculas HLA-DR, o polimorfismo ocorre apenas no dominio 31

da cadeia 3, sendo sempre nio polimérfica a cadeia a.. (Noble ;Valdes, 2011).

Os genes de classe 111, embora estejam incluidos dentro do MHC, nao codificam moléculas
de histocompatibilidade, e sim outras moléculas, algumas delas fazendo parte do sistema
imune enquanto outras nio. Assim, as proteinas C4 e C2 da via cldssica do complemento o
factor B da via alternativa, os factores de necrose tumoral (TNF-a e TNF-f). A proteina do

choque térmico (Hsp 70) e as enzimas 21-hidroxilase sdo moléculas incluidas na regiao de

classe III. (Pociot et al., 2010).
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FIGURA 2. Representagio esquemdtica do cromossoma seis humano, com as regides do Complexo de
Histocompatibilidade (MHC) e o sistema genético HLA.

Em laranja, estd representada a regido de classe I, em azul a regido de classe II e em verde a regido de classe III.
Fonte: Klein e Sato, 2000. Apesar dos produtos MHC terem um papel crucial na regulagio da resposta
imune, alguns haplétipos HLA tém sido associados com a predisposicdo a doengas imunes. Atualmente sabe-
se que a susceptibilidade & DM1 é muito complexa e que envolve a combinacio de diferentes alelos HLA,
classe II, promovendo efeitos antagdnicos ou sinérgicos. Assim os estudos genéticos em diabéticos tipos 1 sio
complicados pela heterogeneidade de diferentes populacoes e grupos étnicos. A contribui¢io de um gene viria
com o desequilibrio de ligacdo e interaccdo com outros genes, que podem diferir entre as populagdes.
Variantes que conferem pequeno risco para a doenca podem induzir alteracbes no gene candidato,

contribuindo para a destrui¢do autoimune (Van Lumen et al, 2012).

1.2.1. Associacio dos Genes do HLA com a DM1

HLA-DQ ¢ HLA-DR sio os principais elementos genéticos associados com a de diabetes
do tipo 1 humana. Codificados para proteinas heterodiméricas polimérficas, cuja principal

fungio ¢ a de interceptar .

Antigénios peptidicos no endossoma e apresenti-los na superficie de células apresentadoras
de antigénios (células dendriticas, linfécitos B, mondcitos / macréfagos) para CD4 (+)

células T auxiliares (Eisenbarth, 2010). A investigacio sistemdtica das propriedades
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moleculares dos alelos HLA-DQ relacionadas com a susceptibilidade ou resisténcia a
diabetes tipo 1 tem mostrado que essas propriedades s3o segregadas ao longo das linhas de

susceptibildade ou resisténcia.

Uma correlagio destas caracteristicas com a fun¢io de cada segmento particular da
molécula de HLA-DQ produz perspectivas interessantes para as vias possiveis que
conduzem a diabetes tipo 1. Restam, no entanto, dreas a ser esclarecidas, incluindo os

mecanismos pelos quais a protecgdo dominante é conferida por certos alelos, a interacgio

entre HLA-DQ e o locus relacionado HLA-DR (Ere e Travers, 2000).

Os primeiros estudos acerca da susceptibilidade imunogenética a DM1 datam da década de
70, sendo encontradas associagbes com as moléculas HLA-B8 e B15. Posteriormente
verificou-se que as associagbes mais importantes eram com as moléculas de classe II, HLA-
DR3 ¢ HLA-DR4, em desequilibrio de ligacio com os antigénios HLA-B8 ¢ B15,
respectivamente. Subsequentemente, os genes DQA1*0301 ¢ *0501 ¢ os DQB1*0201
e *0302 revelaram-se os mais fortemente associados a doenca (Nepom e Kwok, 1998).
Actualmente tem sido sugerido que ambos genes DR e DQ influenciam na
susceptibilidade ou protec¢io 4 DM1, promovendo efeitos sinérgicos ou antagonistas de

acordo com o haplotipo (She, 1996; She e Marron, 1998).

Na populagio em geral, apenas metade das pessoas herdam uma cépia (alelo) do gene
chamado DR, DR3 ¢ DR4 ¢ menos de 3% das pessoas tém dois alelos. No entanto, na
diabetes tipo 1, pelo menos, um alelo de DR3 ou DR4 ¢ encontrado em 95% de
caucasianos, e os individuos com ambos DR3 ¢ DR4 sao particularmente susceptiveis a
diabetes tipo 1. Inversamente, o alelo DR2 tem uma fung¢io protectora (DEAN, 2004).
Similares ao gene DR, certos alelos do gene DQ sio factores de risco para o
desenvolvimento da doenca, enquanto outros alelos de DQ sio protectores. H4 também
uma tendéncia para as pessoas que herdam DR3 ou DR4 para herdar a DQ, o que
aumenta o seu risco genético de desenvolver diabetes. Por outro lado, os alelos de protecgio

de DR e DQ tendem a ser herdados juntos. Estas tendéncias tém complicado o estudo dos

efeitos dos genes HLA-DR ou HLA-DQ sobre o individuo (Mackay e Rosen, 2000).
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Em caucasianos, os individuos heterozigéticos HLA-DR3/DR4 apresentam risco relativo
(RR) mais elevado para o desenvolvimento da doenca. Em contraste, o antigénio HLA-
DR2 e mais fracamente os HLA-DRS5 sio raramente encontrados entre os pacientes com
DM1, estando associados com resisténcia ao desenvolvimento da doenca (Nepom, 1990).
Neste grupo, a susceptibilidade a DM1 estd associada com os haplotipos HLA-
DRB1*03-DQA1*0501-DQB1*0201 e HLA-DRB1*04-DQA1*0301-
DQB1*0302, enquanto o  haplotipo HLA-DRB1*1501-DQA1*0102-
DQB1*0602 estd fortemente associado com protecgiao contra o desenvolvimento da

doenca (Boitard, 1997).

No final da década de 80, verificou-se que os haplétipos HLA-DR/DQ que conferiam
susceptibilidade a doenga tinham caracteristicas peculiares, sendo que o haplétipo HLA-
DRB1*04/DQB1*0302 estavaassociado ao desenvolvimento da doenca e o HLA-
DRB1* 04/DQB1*0301 nao estava (Nepom e Know, 1998). A diferenca entre os alelos
HLA-DQB1*0302 ¢ DQB1*0301 estd localizada em uma sequéncia de nucleétidos,
correspondente ao primeiro dominio polimérfico da molécula DQB, onde existem apenas
quatro codées responsdveis pela sintese de aminodcidos presentes no sulco de ligagao da
molécula HLA. Um desses codées, localizado na posicio 57 nos alelos de resisténcia,
apresenta o residuo 4cido aspdrtico. Nos alelos de susceptibilidade, esse aminodcido nao é
encontrado na posi¢ao 57, sugerindo que a presenca de um residuo diferente dele nessa
posicdo estaria correlacionada com susceptibilidade a doen¢a. No entanto, em japoneses, a
molécula HLA-DQ que confere susceptibilidade a diabetes apresenta dcido aspdrtico na

posicao 57 (Nepom, 1995).

Em estudos realizados em populagdes altamente miscigenadas, como ¢ o caso da populagio
brasileira, encontrou-se que os haplétipos HLA-DR3 /DR4 ¢ HLA- DQB1*0302

conferem susceptibilidade ao desenvolvimento da doenga (Eizirik, 1987).

Na genotipagem realizada na popula¢io Jamaicana o maior risco relativo (RR) foi associado
com o haplétipo DRB1 * 03-DQ2/DRB1 * 04-DQ8, enquanto que os haplétipos
DRB1 * 0401-DQ8 ¢ DRB1 * 0408-DQ8 foram positivamente associados com a
doenga ao contrdrio do que acontece nos caucasianos onde, o haplétipo DRB1 * 0408-

DQ8 ¢ incomum ¢ o DRB1 * 0401-DQ8 ¢ o haplétipo da maior predisposi¢io. O
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haplétipo DRB1 * 1503-DQ6 foi associado com a protec¢io de diabetes na populagio
jamaicana, este hapldtipo é raro entre os caucasianos, sendo o DRB1 * 1501-DQ6 o

haplétipo associado a protegio em caucasianos (Heward, et al., 2002).

O estudo realizado em Xhosa (um grupo étnico sul-africano que fala a lingua xhosa) associa
a doenga com o haplétipo DRB1 * 14011, com semelhanga notével para grupo africano
caucasdides e europeus e as suas populagoes parentais. (Lombard, 2006). Outro estudo
realizado em um grupo de individuos Zulu em Durban, KwaZulu-Natal, através do PCR-
SSP, identificam que os haplétipos HLA-DQB * 0302 (p <0,0001), DRB1 * 09 (p
<0,0001), DRBI * 04 (p=0,002), DRB1 * 0301 (p=0,003), DQB* 02 (p=0,004) e
DQA * 03 (p=0,035), estavam associados com a doenga, enquanto os haplétipos HLA-
DRB1 * 0301-DQA * 0501, DRB1 * 04-DQA * 03, DRB1 * 04-DQB *
0302, DRB1 * 0301-DQB * 0201, DQA* 0501-DQB * 0201 ¢ DQA * 03-
DQB * 0302, foram associados positivamente ( Pirie,et al., 2001).

No Camardes encontrou-se uma alta-frequéncia dos alelos DRB1*03 (p=0.001),
DRB1*1301 (p<0.0001), DQA1*0301 (p=0.001) e DQB1*0201 (p<0.001) em
pacientes diabéticos comparados com o grupo controlo. Os alelos mais frequentes no grupo
controlo foram DQA1*01, DQB1*0602 ¢ DRB1*15. Os alelos DRB1*04 nao
foram associados com a DM1 (Mbanva et al., 2001).

Assim, o risco associado ao genétipo HLA ¢é definido pela combinacio de alelos de
suscetibilidade e de protecdo, sendo que as moléculas HLA-DQ sdo as mais importantes
na suseptibilidade da doenga. A sua associagao a DR deve-se ao desequilibrio de associagio
entre os alelos existentes entre os genes HLA-DR e DQ (Thorsby et al, 1991; Vicario et
al., 1992).

A tabela II enumera os principais alelos HLA-DQB1 relacionados a4 doenca e indica os

haplétipos MHC de classe 11 de susceptibilidade.
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TABELA II. Genes HLA-DQB1 de susceptibilidade 4 DM1.

Alelos HLA-II de | Haptétipo DQ-DR RR
susceptibilidade

DQB1*0302 DQB1*0302-DQA1*0301-DRB1*04 -8
DQB1*0201 DQB1*0201-DQA1*0501-DRB1*03 ~4
DQB1*04 DQB1*04-DQA1*0301-DRB1*04 ~4
DQB170303 DQB170303-DQA1%0301-DRB 1709 4

Fonte: Atkinson e Eisenbarth, (2001)

Legenda: RR — Risco relativo.

A tabela III enumera os alelos associados a maior risco e 4 protegio da DM1 (BOITARD,
Cetal., 1997).

TABELA III. Alelos HLA associados ao maior risco e protecio da DMI.

HLA DRB1 HLA DQA1 | HLA DQBI1
0401, 0402, 0405 | 0301 0302
Alto
0301 0501 0201
Risco 0801 0401 0402
Moderado 0101 0101 0501
0901 0301 0301
0401 0301 0301
Fraca ou | 0402 0301 0302
moderada 0701 0201 0201
Protecgio 1101 0501 0301
1501 0102 0602
Alta 1401 0101 0503
0701 0201 0303

Fonte: BOITARD, C et al,, (1997).

Alguns estudos tentam explicar a natureza autoimune da DM1 por diferentes mecanismos.
O ataque ao sistema imunoldgico ¢ indicado pelo facto de ser detectado, nesses pacientes,

anticorpos contra a insulina, as células beta e de algumas das proteinas insulares. (Abbas,

2002).
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Embora nem todos os individuos que tenham auto-anticorpos desenvolveram DM a sua
identifica¢do é fundamental para identificagio de grupos de risco para a diabetes. A sua
determinagio ¢é de fécil realizacdo e reprodutibilidade, podendo auxiliar no diagndstico
precoce e na prevencio de episédios de cetoacidose em familiares de diabéticos. (Gillespie,

20006).

1.3. Mecanismos Humorais

O estdgio pré-clinico da DMI1 ¢ caracterizado pela presenca de auto-anticorpos contra
constituintes da célula beta pancredtica, que participam na sua autodestruigio. Estes
anticorpos tém sido descritos desde a década de 80 e sua presenca indica a existéncia de um
processo autoimune que pode levar a destruigio das células beta pancredticas. Os auto-
anticorpos sao marcadores do processo autoimune e nio agentes patogénicos (Atkinson e
Eisenbarth, 2001). Pacientes diabéticos com auto-anticorpos presentes sio considerados
como do tipo 1 e os clinicamente determinados sdo: anti-Insulina (IAA), anticorpo anti-

Ilhota (ICA), anti-desidrogenase do 4cido Glutimico (anti-GAD) e anti-Insulinoma (IA2).

Os anticorpos IAA sao os unicos especificos da célula beta e devem ser medidos antes de
iniciar o tratamento com insulina. Sio medidos principalmente por radioimunoensaio
(RIE) e o resultado é expresso como positivo ou negativo. Em criangas com menos de 10
anos de idade, a presenca dos anticorpos anti-insulina pode preceder os outros e nestes casos
a sua medicdo deve ser incluida (Bingley, 2001) nos protocolos clinicos de diagndstico

complementar.

Os ICAs policlonais do tipo IgG que reagem com todos os componentes das ilhotas sao
anticorpos. O anti-GAD e anti-IA2 (ICA512) sao subfracoes do ICA. Foram os
primeiros a serem relacionados a presenga de DM1 autoimune e sio medidos por
imunofluorescéncia indireta, utilizando idealmente pincreas humano. E um método
laborioso com muitas exigéncias técnicas. Estio presentes em cerca de 70 a 80% dos
pacientes DM1 logo apés o diagndstico, mas tendem a desaparecer apds 2 a 3 anos de

duracio da doenca. (Setermeim, 2007). Estudos em pacientes da Africa do Sul relatam uma

11
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ocorréncia de ICA de 36% em pacientes com DM1 (Omar, 1986), ¢ uma ocorréncia de

43% em pacientes da Etidpia (Peter, 1986).

Os anticorpos anti-GAD sio encontrados em cerca de 80% dos pacientes tipo 1 de
instalacdo recente (Bingley, 2001) e sio ainda detectados em 50% dos pacientes apds 10
anos de diagndstico, ao contrdrio dos demais anticorpos detectdveis em pacientes diabéticos
(Neptom, 1995). Diversas metodologias tém sido usadas para a detecgao do anti-GAD, por
exemplo o RIE. A especificidade deste teste é em torno de 98% (Atkinson, 2001; Bingley,
2001). Num estudo da Africa do Sul em 2002 onde foi utilizado o RIE, identificou-se
anticorpos GAD em 44% dos pacientes com DM1 (Nepom,1995).

Os anticorpos anti-IA2 sio dirigidos contra uma proteina da familia da fosfatasse da
tirosina, um grupo de enzimas relacionadas a fun¢io de receptor e de sinalizacio
intracelular. Estdao presentes em 60% dos pacientes no diagndstico e a avalia¢io do subclone

ICA512 esta disponivel (Wiest — Ladenburger, 1997).

Alguns estudos tém mostrado que, o anti-GAD e anti-IA2 desaparecem com o tempo
(Savola, 1998), enquanto outros tém mostrado um aumento de auto-anticorpos com o

tempo (Decochez, 2000).

Os estudos em populagoes caucasianas revelaram uma ocorréncia de 80-90% de auto-
anticorpos em pacientes recentemente diagnosticados com DM1 (Landin, 1992; Notkins,
2001). No geral, os caucasianos tendem a ter uma prevaléncia maior de todos os anticorpos
(89,9%) no inicio da doenga, quando comparados com os negros, (46,5%) (Libman, 1998;
Neufeld, 1980).

A medigio dos anticorpos estd indicada principalmente para definir o tipo de diabetes em
um paciente j4 com o diagndstico estabelecido com o objectivo de evitar o inicio de um
tratamento incorreto com agentes orais em pacientes com DMI1. Sendo assim alguns
estudos revelam que, pacientes considerados inicialmente como tipo 2 apresentavam altos
niveis de anticorpos anti-GAD sendo estes incluidos na categoria de LADA (Niskanen,

1995; Pozzilli, 2001).

12
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Ainda sobre auto-anticorpo anti-GAD pode-se dizer que ¢é considerado o exame de
preferéncia para confirmar o diagndstico da diabetes autoimune e a sua determinagio ¢

mais reprodutivel e mais simples de ser realizada, em rela¢io aos outros anticorpos.

As caracteristicas acima descritas justificam a escolha anti-GAD no presente estudo.

1.3.1. Anti-GAD vs. DM1

No soro da maioria dos portadores da "stiff-man syndrome"” observa-se a presenca de
anticorpos contra uma enzima a descarboxilase do dcido glutAmico (GAD). Esta enzima
participa na biossintese do neurotransmissor inibidor, dcido gama-aminobutiritico (GABA).
Ela concentra-se seletivamente nas terminagoes nervosas GABAérgicas e, fora do sistema
nervoso central, nas células beta Pancredticas. Recentemente, a enzima descarboxilase do
dcido glutAmico foi identificada como sendo o auto-antigénio de peso molecular 64000
(64kd) das células B pancredticas. A enzima consiste em duas isoformas, GADG65 (células
beta) e GADG7 (no cérebro), é considerada um dos mais importantes antigénios envolvidos
na patogénese da DM1, sendo GADG65 o principal alvo dos auto-anticorpos para o GAD
(Ohta, 1995).

Estudos em populagoes caucasianas revelaram uma ocorréncia de 80-90% dos auto-
anticorpos em pacientes recentemente diagnosticados com DM1 (Landin, 1992; Notkins,
2001). Relatérios da Asia tém demonstrado uma ocorréncia de auto-anticorpos na ordem

dos 83,3% — 90% em pacientes japoneses (Akamine, 1997; Kawasaki, 2004).

Diabéticos tipo 1 diagnosticados hd mais de trés anos, no Sul do Brasil, com idade média
de 27 anos (metade homens, metade mulheres) foram identificados como positivos para o
anti-GAD na ordem dos 63,8%, e esta propor¢io foi significativamente maior do que no
grupo controlo. Estes resultados mostram a alta prevaléncia de anti-GAD indicando que o
anticorpo esteve presente longo tempo apds a doenga ter sido diagnosticada. (Moreira,

2011).

13
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Em diabéticos tipo 1 de origem africana do Hospital Muhimbil em Dar e Salaam, na
Tanzinia, encontrou-se uma ocorréncia de 42,6% destes anticorpos (Lutale, 2007).
Achados semelhantes foram encontrados em pacientes etiopes sul-africanos (Omar, 1986;
PANZ, 2000), assim como em outras populagdes nio-caucasianos. Na Ardbia Saudita, por

exemplo, obteve-se 54% (Damanhouri, 2005).

Em outro achado nio se observou correlagio entre o tempo de diagnéstico da doenga e
detecgio de auto-anticorpos mas sim, uma forte associa¢io com a histéria familiar de
diabetes entre os pacientes de auto-anticorpos positivos versus auto-anticorpos negativos
com DMI, o que estd de acordo com a nogio bem conhecida que a diabetes autoimune

tem uma base genética (Altobelli, 1998; Sia, 2005).

Nos ultimos tempos demonstrou-se que o ensaio anti-GAD também tem um papel
importante no diagndstico e classificagio da diabetes na vida adulta apresentando desde
uma propor¢io de adultos que se apresentam com DM2 aparente, mas que na realidade
tém uma insulite (infiltragdo linfocitdria por células T), evoluindo lentamente a autoimune,
uma condigio conhecida como diabetes LADA e que ainda carece de defini¢ao e devido a

seu espectro patofisiolégico e clinico a situa entre DM1 e DM2.

Achados demonstram que o LADA é o responsdvel por 10 % de todos casos de DM1 e
responde pelo segundo pico de incidéncia de diabetes autoimune, mas tardio, jé na
maturidade, entre os 50 e os 60 anos de idade bastante distante do pico conhecido da
crianga e adolescente (Turner, 1997; Vandewalle, 1995; Krulewski, 1997; Roglic, 1995;
Blohne, 1992; Karjalainen, 1989).

Em um estudo realizado, em pacientes diagnosticados como DM1 e aqueles identificados
como LADA com titulos elevados de anti-GAD, um total de 84 % progrediram para
necessidade de insulinoterapia, apds 6 anos. S6 50% daqueles apresentaram titulos baixos
de anti-GAD e 40% dos DM2, precisaram de tratamento. Este resultado foi associado a

progressiva deterioragao da funcio das células beta nestes pacientes (Rosdrio, 2007).
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Num grupo de nigerianos na faixa etdria de 50-59 anos que, até entdo havia sido tratado
como DM2, foi diagnosticado que a maioria (48%) era anti-GAD positivo, sendo

posteriormente reclassificados como LADA. (Olufunmiayo, 2012).

Dos resultados anteriores pode-se concluir que a determinagio do processo etioldgico da
DM1 pode ser melhor identificado e sub-classificado se forem realizadas determinacoes
apropriadas dos anticorpos. Reconhece-se que, actualmente, tais determinagdes sio pouco

frequentes ou completamente nulas em alguns paises como no caso de Angola.

A experiéncia até hoje vivida pelos profissionais de satide demostra que, em algumas
circunstincias a distingao do tipo de diabetes é mais dificil, sendo necessdrio medir os auto-
anticorpos relacionados com a insulite em pacientes com o diagnéstico estabelecido. O
anti-GAD ¢ o anticorpo de elei¢io para confirmar o tipo de DM em estudo. A técnica
revela-se simples, quando comparada a medigao de outros anticorpos. A sua presenga apds o
estabelecimento da patologia também favorece o seu uso ao permanecer por mais tempo

uma vez diagnosticada a patologia.

Considerando que a sindrome se tornou nos tltimos tempos um grande problema de satide
publica e o facto de nio existirem estudos genéticos até a data em Angola, justifica-se a
necessidade de se identificar a frequéncia do HLA relacionada a DM1, na populagio
angolana. Trata-se de um trabalho preliminar, numa populagio que apresenta um rico poo/
genético devido a diversidade de grupos populacionais constituindo uma oportunidade
Gnica para estudar a predisposi¢do genética de doenga, influenciada pelos mesmos factores

ambientais.
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2. JUSTICATIVA

Atualmente a DM1 é uma doenga que tem despertado o interesse de muitos profissionais
da satide pois é uma patologia cronica de grande escala em todo mundo. Considerando
que a sindrome se tornou nos dltimos tempos um grande problema de satde publica , é de
extrema importincia iniciar ou dar continuidade a trabalhos voltados para este problemas
tendo em conta que o ndmero de diabético vem crescendo e com eles os problemas

colaterais.

Considerando que o sistema HLA estd envolvido na susceptibilidade da DM1, o analises
do polimorfismo dos genes do HLA-II (alelo DQ e DR) nos portadores de DM1 na
populacio Angolana constitue uma oportunidade tnica para o inicio do esclarecimemto a
respeito da associagio deste alelos com a susceptibilidade a DM1 nesta populagio.
Considerando o facto de nio existirem estudos genéticos até a data em Angola trata-se de
um trabalho preliminar, numa populagio que apresenta um rico pool genético devido a
diversidade de grupos populacionais constituindo uma oportunidade dnica para estudar a

predisposi¢ao genética de doenga, influenciada pelos mesmos factores ambientais.
Tendo em conta estes argumentos e considerando a escassez de estudos afins na populagao

angolana decidiu-se realizar o presente estudo perseguindo os objectivos que a seguir

descriminamos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos Gerais

Estudar a frequéncia dos polimorfismos HLA-DR/DQ em pacientes angolanos portadores

de diabetes tipo 1, residentes em Luanda .

3.2. Objetivos Especificos

1. Tipificar os alelos HLA-DRB1 ¢ DQB1 na amostra estudada (pacientes angolanos
residentes em Luanda);

2. Comparar a expressao dos alelos determinados com os alelos de susceptibilidade j4
descritos na literatura;

3. Avaliar a resposta autoimune em doentes DM1.
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4. METODOLOGIA

O tipo de delineamento adotado foi caso-controlo.

4.1. Local de estudo

O esudo foi realizado em hospitais e clinicas da cidade Luanda a citar Hospital Pedidtrico,
Hospital Militar de Luanda, Hospital Américo Boavida, Hospital de Prenda, Clinica
Sagrada Esperanga, Clinica Girassol e no laboratério LABGENE da Faculdade de Medicina

da Universidade Agostinho Neto.

4.2, Universo

O universo esteve constituido por tOdOS oS pacientes que se apresentaram a consulta externa

dos hospitais e clinicas selecionadas, no periodo de outubro de 2012 e outubro de 2013.

4.3, Amostra

A populagio de estudo foi constituida por dois grupos, um deles pertencia aos individuos
portadores de diabetes tipo 1 (caso) em acompanhamento na consulta externa de medicina
interna e/ou endocrinologia; o segundo grupo por individuos normoglicemicos
considerados nao portadores da doenga (controlo) em acompanhamento nas mesmas

unidades de satde.

4.4, Critério de Inclusio e Exclusio.

Foram incluidos no presente estudo, individuos de ambos os sexos, sem limite de idade,
nacionais residentes em Luanda.

Os pacientes com diagnostico prévio de diabetes tipo 1, que frequentaram a consulta
externa de medicina interna e/ou endocrinologia, no periodo de estudo, foram identificados

como caso. Aqueles que nio colaboraram devidamente durante a pesquisa foram excluidos.
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O grupo controlo foi selecionados dos mesmos locais de estudos, mas de outras consultas
externas, todos normoglicemicos; sendo excluidos aqueles que a priori apresenta-se sinal de

doenca autoimune.

Os dados de todos os voluntdrios foram obtidos e registados através de um questiondrio
(Apéndice A) e os mesmos assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

(Apéndice B).

4.5, Varidveis.

As varidveis estudadas foram:
1. Idade
2. Tempo de diagnéstico
3. Género
4. Ant-GAD
5. Alelos

6

Gendtipos
4.6. Procedimentos laboratoriais.
Neste estudo foi utilizado como amostra bioldgico sangue periférico.

4.6.1. Colheita do sangue.

Foram colhidos 5 ml de sangue periférico em tubo de ensaio contendo écido
etilenodiaminotetra-acético (EDTA). A amostra foi subdividida em duas aliquotas. Uma
delas foi centrifugada a temperatura de 25°C, 3000 rpm durante 10 minutos. O

sobrenadante (plasma), foi colhido em tubos de eppenderford e imediatamente junto a
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segunda aliquota congelada a —20°C até a realizagio dos procedimentos seguintes de

determinagao de anticorpos, extragio de ADN e genotipagem HLA.

4.6.2. ELISA anti-GAD.

A determinagao do auto-anticorpo foi realizada de acordo as instrugées do fabricante (an#i-
GAD ELISA, EA 1022-9601 G da EUROIMMUN). Os auto-anticorpos humanos

determinados por ELISA sao especificamente contra isoforma GADGS5.

O protocolo estava estruturado por quatro passos que incluem a incubagio das amostras,

incubagao do anti-GAD e do conjugado e por fim incubagao do substrato.

1° Passo: Incubagio da amostra .

Foram transferidos 25 ul dos calibradores, controlos positivo, negativo ¢ amostra nos pogos

individuais da microplaca segundo o seguinte protocolo de pipetagem:

C1 Al A9 Al7

C2 A2 A10 | A18

C3 A3 All | A19

C4 A4 Al12 | A20

C5 A5 Al13 | A21

Co6 A6 Al4 | A22

NEG | A7 Al5 | A23

Tl @O T @ O] O ¥ >

POS | A8 Al6 | A24

A seguir foram todos incubados por 60 minutos a temperatura ambiente com uma agitacio
de 500 rpm. No fim deste tempo os pogos foram esvaziado e lavados de forma subsequentes
por trés vezes utilizando 300 ul de solugio de lavagem, foi retirado todo o liquido da
microplaca batendo-a em papel absorvente com as cobertura para abaixo de forma a

remover todo o tampao de lavagem residual.

2° Passo: Incubagio do anti-GAD.
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Foi pipetado 100 ul de anti-GAD biotinilado em cada pogo da microplaca, e logo a seguir
foram incubados por 60 minutos a temperatura ambiente com uma agitagao de 500 rpm, a

seguir foi realizada a lavagem com descrita nol° passo.

3¢ Passo: Incubagio do Conjugado.
Foi pipetado 100 ul do conjugado (peroxidase marcada com avidina) em cada pogo da
microplaca, uma vez coberta, foi incubado por 20 minutos a temperatura ambiente com

agitagio de 500 7pm, a seguir foi realizada a lavagem com descrita nol° passo.

40 Passo: Incubacio do substrato.

Foi pipetado100 Ul da solu¢io substrato / cromogéneo em cada pogo da microplaca. Foi
incubada por 20 minutos a temperatura ambiente protegida da luz direta. Findo este
periodo foi adicionado 100 ul solugio de paragem em cada pogo. A medi¢io da intensidade
fotométrica da cor foi realizada, no intervalo de cinco minutos, apés a adigao da solucio de

paragem da reagao num aparelho RT — 2100C Microplate Reader.

O kit anti-GAD ELISA continha tiras de micro placa, com pogos cobertos GAD, onde
as amostras analisadas foram incubadas. No caso de amostras ser positivas, os anticorpos
especificos ligavam-se ao GAD. Os anticorpos ligados actuavam  divalentemente
formando uma ponte entre GAD dos pogos do microplaca e o anti-GAD marcado com
biotina. O sinal foi amplificado com avidina (conjugado enzimdtico) que catalisava a reagio
e o resultado era um composto insoldvel corado. A intensidade da cor formada ¢

proporcional a concentragio dos anticorpos contra GAD.
Os resultados foram lidos a 450nm por interpolagio com a curva de calibragio

considerando o limite de linearidade até 120 Ul/ml (C2), sendo que valores acima de 10

Ul/ml foram considerados positivos.
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4.6.3. Extragio do ADN.

A extragio de ADN foi realizada utilizando as instrugées do fabricante do kir Insta

Gene™ Whole Blood Kit 732-6211, da BIO-RAD Labotatories.

Para isto, 50 ul de sangue total foram transferidos para microtubos de 1,5 ml e logo a
seguir adicionado 1ml de Lysis Bujffer, a mistura foi incubada por 8 minutos a temperatura
ambiente, homogeneizada e centrifugada a 10,000 7pm durante 1 minuto a temperatura
ambiente. O sobrenadante foi cuidadosamente retirado e a seguir realizou-se duas lavagens
consecutivas do precipitado através da adi¢io de 0,5 ml do Lysis Buffer, a mistura foi agitada
e centrifugada a 10,000 7pm durante 1 minuto. Nesta altura o precipitado obtido se
apresentava de cor branca. Finalmente foi adicionado ao precipitado 0,2 ml de InstaGene
Matrix, e incubado durante 8 minutos a 70°C, agitado vigorosamente no vortex durante 10
segundos, incubado durante 4 minutos a 95°C, agitado uma vez mais no vortex
vigorosamente durante 10 segundo e finalmente centrifugado a 10,000 7pm. Finalmente

retiramos cuidadosamente o sobrenadante que continha o ADN.

O ADN foi quantificado por espectrofotometria a 260nm e congelado a —20 °C pronto

para ser amplificado.

4.6.4. Amplificagio do ADN.

O ADN gendmico foi amplificado pelo método da reagao de polimeriza¢io em cadeia com
iniciadores de sequéncias especificas (PCR-SSP), utilizando o 4it comercial

AllSet+™Gold SSP (Invitrogen; lote 020).

A PCR-SSP ¢ uma técnica molecular onde sao realizadas vdrias reac¢oes de amplificagio,
cada uma contendo um par de iniciadores capazes de detectar alelos HLA. A atribuigao dos
alelos consiste meramente em determinar se a amplificagao ocorreu ou nao. O método é de

baixa resolu¢do, pois nio detecta os alelos propriamente ditos, mas sim grupos de alelos.

Foi utilizada placa com pocos, cada um deles continha uma solu¢io seca do iniciador de

SSP (alelos e/ou iniciadores especifico do grupo) e um par de iniciadores controlo
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compativeis com as sequéncias nio alélicas. O par de iniciadores controlo amplificou o
fragmento de um gene conservado presente em todas as amostras. O kiz fornece aliquotas
de tampao contendo desoxirribonucleétidos trifosfatos (ANTPs) e gel loading buffer, a
enzima utilizada foi Ampli-Tag 360 ADN Polimerase (250 U) da AB (Applied Biosystems),
lote 1306028.

O tampio de PCR foi adequadamente homogeneizado antes de preparar as misturas

segundo as tabelas IV e V.

TABELA 1V. Cilculo para as misturas de PCR HLA — DQ.

Pogos de Tampio de ‘ ADN
10 ul /teste PCR (ul) sigme () (50 ng/ul) g (ol
16 80 105,8 21,7 1,2

TABELA V. Célculo para as misturas de PCR HLA -DR.

Pogos de Tampio de ‘ ADN
10 ul /teste PCR (ul) Agua (ul) (50 ng/ul) Tag (ul)
24 115 152 31,3 1,8

A master mix para o tubo controlo, identificado por uma cor azul, niao possuia ADN.

A mistura pronta para amplifica¢io foi colocada no termociclador GeneAmp PCR System
9700 (Applied Biosystems) previamente programado segundo os parimetros a seguir

descriminados na Tabela VI.

TABELA VI. Condig¢ées do PCR HLA -DR.
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Etapas Temperatura °C (seTgeunrlllc)icc))s) Agio

Uma  etapa de Desnaturagio

desnaturacio %0 %0

5 CICLOS 96 25 Desnaturagio
70 50 Recozimento
72 45 Extensao

21 CICLOS 96 25 Desnaturagio
65 50 Recozimento
72 45 Extensao

4 CICLOS 96 25 Desnaturagio
55 60 Recozimento
72 120 Extensao

MANTER 4 INFINITO

4.6.5. Identificagdo dos produtos de amplificagio em gel de agarose.

Os produtos de amplificagio foram separados por tamanho, através da técnica de
eletroforese em gel de agarose 2% com tampao TBE 0,5%. A agarose foi dissolvida por
ebuli¢io e esfriada até aproximadamente 60 ° C, adicionando brometo de etidio de
concentra¢do final de 0,5 ug/ml. O gel foi moldado e apds estar completamente
solidificado, acontecia a remogao cuidadosa dos pentes e a sua transferéncia para a unidade
de eletroforeses, com nivel da solu¢io tampao TBE 5% até uma profundidade de
aproximadamente 1 a 2 mm acima da superficie do gel. O gel foi cuidadosamente
carregado na ordem padronizada e posto a correr durante 25 minutos a 150 v, 80 mA.
Apés este periodo o gel foi colocado no transiluminador UV e fotografado para

documentagio e interpretagio.

Para interpretar os resultados o kit forneceu um mapa através do qual se realizou a
identificacdo dos alelos segundo o tamanho das bandas (Apéndice C e D). Cada reagio
DQB1 e DRBI, exceto a reagio de controlo negativo, possuiam um par de primers, com

um controlo interno positivo nio alélico, a uma concentragio menor que os alelos
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especificos. Esses primer produziam um produto de amplificagio de 800pb em todos os
tubos de amplificacio dos alelos HLA-DQB e HLA-DRB. Quando um produto de
amplificagdo estava presente e o controlo interno ausente, foi considerado a presen¢a do
alelo especifico e o tamanho do fragmento dos produtos especificos foi desprezado, quer
dizer, a interpretagdo foi baseada na presenca ou auséncia da amplificagao do alelo ou grupo

especifico.

A auséncia de banda de controlo sem amplificagio especifica indicava falha nas reagées, este

facto foi desprezado em aqueles caso onde nio houve dificuldade para a atribuigao do alelo.

4.7. ANALISE ESTATISTICA.

Os resultados foram analisados através do programa SPSS versio 20.0.Foi utilizado os
dados de uma tabela de contingéncia 2x2 e para a comparagio das distribuicoes das
frequéncias alélicas foi realizado o teste exato de Chi-quadrado ou Fishe. Nos casos em que
o valor da significia estatistica (p) foi significativo (<0,05),calculou-se o Odds Ratio (razio de
probabilidades) de forma a avaliar a forca da associagio, que nos indicou quio mais
frequente a doenca ocorre individuos portadores do marcador de histocompatibilidade em
relagdo aos individuos que nao apresentam o marcador. Nos casos em que o OR foi maior
do que 1, significou que a frequéncia do marcador nos pacientes é maior do que nos
controlos, indicando que o marcador estd associado com susceptibilidade da doenga.
Quando o OR foi menor do que 1, o significado foi o inverso, isto é, o marcador foi

associado a prote¢do contra o desenvolvimento da doenga.
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5. RESULTADOS.

Foram avaliados 52 pacientes DM1, com tempo médio de diagndstico de 3 anos, deles 31

(59,6%) do sexo masculino e 21 (40,4%) do sexo feminino, com média de idade 26,3+16,1

anos.

Foram avaliados 20 controlos, deles 13 (65%) correspondem ao sexo masculino e 7 (35%)

ao sexo feminino, com média de idade foi 25,4 +12,6 anos. O valor e médio de glicemia em

jejum foi 87,5 mg/dl.

A tabela VII e VII caracterizam os pacientes e controlos segundo o sexo, idade e o

tempo do diagnéstico da doenca.

TABELA VII. Caracterizagio das amostras DM1.

ID Sexo Idade Tempo de diagnéstico da
(anos) doenga
A5 M 29 14anos
A6 F 14 3anos
A10 F 14 3anos
All M 13 3anos
Al2 M 14 lano
Al13 F 12 3anos
Al4 F 10 3anos
A15 M 27 lano
Al6 F 9 4anos
A18 M 14 3anos
A2 F 33 5anos
A21 F 17 2anos
A23 M 32 9anos
A36 F 36 4anos
A37 M 56 3dias
A38 F 43 3dias
A39 M 8 8 Dias
A40 M 53 3anos
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TABELA VII. Caracterizagio das amostras DM1 (cont).

ID Sexo Idade Tempo de diagnéstico da
(anos) doenca

A41 M 9 1 Més
A42 F 14 3anos
A43 F 22 2anos
A44 F 17 3anos
A45 M 20 2anos
A46 M 29 3anos
A48 F 23 3anos
A49 M 28 2ano
A50 M 24 3anos
A51 F 14 lano
A52 M 25 lano
A53 M 21 5anos
A54 F 23 4anos
A55 M 23 3anos
A56 M 35 8anos
A57 M 17 1 Ano
A58 M 52 lano
A59 M 61 2anos
AGO F 7 3meses
A6l M 34 2anos
AG2 F 12 2meses

A8 F 13 8 Anos

A9 M 15 7 Anos
AG63 M 42 2nos
A64 M 59 7anos
AG5 M 55 5 Anos
A66 M 24 13 Anos
AGT M 13 1 Ano
AG68 M 37 5 Meses
AGY F 12 1 Ano
A70 F 10 8 Meses
AT71 F 22 10 Anos
A72 M 64 3 Anos
A73 M 59 6 Anos
N=52 F=21 M=31 Idade média = 26,3 £16,1 Tempo médio = 3,2 anos
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TABELA VIII. Caracterizagio dos controlos.

Glicemia
ID Sexo Idade
(mg/dl)

1C M 25 118
2C F 8 88

3C M 15 105
4C F 26 79

5C M 17 86

6C M 38 96

7C F 16 79

8C M 26 72

9C M 25 87
10C M 36 97
11C M 38 91
12C M 16 87
13C F 37 78
14C M 55 66
15C F 9 90
16C M 15 95
17C M 39 77
18C F 29 98
19C M 30 100
20C F 8 86

N=20 F=7 Idade média = | Glicemia média
M= 13 25,4 +12,6 =87,5 mg/dl
5.1. Expressio das moléculas HLA-DQ/DR.

Para o estudo da expressao das moléculas HLA-DQ/DR foram realizadas 26 tipagem dos
alelos HLA-DQB1 e 31 dos HLA-DRB1 em 35 pacientes DM1, tabela IX.
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TABELA IX. Tipagem dos alelos em DMI.

Locus
ID DQB1 DRB1 DRB4 DRB5
*05:01 #01:01
A5 #06:01 *13:74
*01:01
A6 #02:01 #03:38
#02:01 *01:01/02
A8 *05:01 *07:01
#02:01
A9 *05:01 #09:04/06
#02:01 *#03:01
A10 #09:04/06
#03:01
All NR *13
Al2 | *02:01 #09:04/06 | *01:01/03 | *01:01/02
#02:01
Al3 #06:01 #03:38
*04:01/02
Al4 | *02:01 #09:04/06
*#03:01 *01:01/02
Al5 #06:01 *#10:01
#05:01
A16 *03:03 | *01:01/02
A18 #02:01 *01:01
*03:02
A21 NR 11 #01:01 *01:01
*03:01/02 | *03:01
A38 | *04:01/02 11
*10:01
A40 NR #16:01
#02:01 *#03:01
A4l #06:01 *13
A42 NR *01:01/02
*01:01/02
A45 #06:01 #09:04/06
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TABELA IX. Tipagem dos alelos em DM1

(Cont).
Locus
ID [ DQB1 DRB1 DRB4 DRB5
*01:01/02
A51 NR *13
#05:01
#04:01/0 #03:02
A52 2 *11
#06:01 *01:01/02
A2 | *05:01 *15:10
#08:04
A46 NR *13
A48 NR *03:01
*01:01/02
A39 NR 04:01/02
*01:01/02
A36 NR *13
03:02
A68 | *02:01 NR
#03:01
A62 | *02:01 #09:04/06
#03:01
AGD | *02:01 *01:01
#02:01 *01:01
AG66 | *05:01 07:01
A67 | *02:01 NR
AG9 | *02:01 03:01
A70 | *02:01 NR
#02:01 *01:01
st uleg | v
#02:01
A6l | *03:02 04:01
A59 | 03:02 NR
NR35NioNealibady.  N=31

Os 20 controlos foram tipados para as moléculas HLA-DQ/DR, tabela X.
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TABELA X. Tipagem dos alelos em controlos.

Locus
ID
DQB1 DRB1 DRB4 DRB5
1C *02:01 *13
*03:03 *07
2C *02:01 *04:01
*06:01 *13
3C *06:02 *15:01
4C *06:02 *11
*03:01 *03:01
5C *02:01 *01:03
*06:02 *15:01
6C *02:01 *03:40
*04:02 *11
7C *05:01 *03:06
*06:01 *11:37
8C *02:01 *03:40 *01:01/03 *01:01
*06:01 *11 *02:02
9C *02:01 *13
*03:03
10C *06:02 *03:02
*04:02 *11
11C *02:01 *03:02
*05:01 *11
12C *05:01 *14
*13
13C *05:01 *11
*06:02 *13
14C *05:01 *13
*04:02
15C *02:01 *15
*06:01
16C *02:01 *01:03
*06:02 *15:01
17C *06:02 *01:03
*15:01
18C *06:01 *13
19C *06:02 *01:03
*15:01
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TABELA X. Tipagem dos alelos em controlos

(cont)
Locus
ID
DQB1 DRBI1 DRB4 DRB5
20C *06:02 *11
*13
5.2. Associagio entre as moléculas HLA-DQ/DR e DM1.

Foram genotipados 35 amostras para os genes HLA-DQB1 ¢ HLA-DRBI, sendo que 31

foram pacientes DM1 e 20 controlos.

5.2.1. Frequéncias dos diferentes alelos e gendtipos HLA-DQB1 nos

pacientes DM1 e controlos.

Da genotipagem HLA-DQBI resultaram 5 grupos de alelos, * 02, *03,*04, *05 ¢ *06.
A maior percentagem correspondeu ao alelo *02 (53,8%) nos pacientes DM1 enquanto os
controlos aparecem com 25% do total de alelos tipados, este alelo se revelou
significativamente mais frequente nos pacientes DM1 (p=0,016; OR=4, IC (1,2-13,3)
quando comparado aos controlos. O grupo de alelos *06, foi a segunda maior percentagem
encontrada 15,4% nos DM1 j4 nos controlos se revela com maior percentagem 47,5%, o
mesmo mostrou-se significativamente mais frequentes nos controlos (p=0,000; OR=0,30,
IC (0,17-0,54) em relagio ao DMI1. Os alelos *03 e *05 aparecem com percentagem
idéntica nos DM1 (13,4%), sendo que o alelo *03, nos controlos, revela uma menor
percentagem (7,5%) enquanto que o alelo *05 mostra uma maior percentagem (15%)
quando comparada aos DM1. Finalmente o alelo *04 aparece com menor percentagem
(3,8%) nos DM1 sendo inferior aos controlos onde o mesmo representa o 5% dos alelos

tipados neste grupo.

Os resultados referidos apresentam-se no gréfico 1 e tabela XI.
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GRAFICO 1. Distribuigdo por percentagem dos alelos do locxs DQB1 em DM1 e controlos.

TABELA XI. Distribui¢do dos grupos de alelos DQB1 nos pacientes DM1 e

controlos.
DM 1 CONTROLOS
Alelos IC
N=26 % N= 20 %
P OR (95%)
DQB1 2n 2n
*02 28 53,8 10 25 0,033 4 1,2-13,3
*03 7 13,5 3 7,5 0,47 1,41 0,32-6,2
*04 2 3,8 2 5 0,46 0,54 0,07-4,2
*05 7 13,5 6 15 0,51 0,58 0,16-2,06
*06 8 15,4 19 47,5 0,00 0,30 0,17-0,54

Legenda: p: probabilidades OR:"Odds ratio” ou “ Razio de Probabilidades” IC: intervalo de confianca

Foi encontrado que o genétipo DQ2/DQ2 homozigotos aparece com 38,5% dos DM1,
sendo esta frequéncia significativamente maior quando comparado aos controlos (p=0,042;
OR=7,6, IC (0,89-64,6). O gendtipo DQG6/DQ6 homozigdtico revelou-se com uma
percentagem de 3,8% em DM, sendo esta frequéncia significativamente menor (p=0,020;
OR=0,08, IC (0,009-0,822) em relac¢io aos controlos (25%). Os gendtipos heterozigdticos
DQ2/DQ6 ¢ DQ2/DQ5 aparecem com uma percentagem de 11,5% cada um deles nos
DMI, sendo que para DQ2/DQ6 este valor representa um percentagem menor se
comparada ao controlos (25%), ao contrdrio do DQ2/DQ5 onde este valor é superior aos

dos controlos (5%).0O conjunto de outros gendtipos, aparece com a segunda maior

36



Anélises do polimorfismo HLA/DR-DQ em Angolanos portadores de Diabetes Mellitus tipo 1

percentagem 19,2% nos DM, similar percentagem aos dos controlos (20%). As outras

percentagens se encontram distribuidas entre os restantes genétipos (gréfico 2 e tabela XII).
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GRAFICO 2 - Distribuigio por percentagem dos genétipos do loczs DQB1 em DMI e

controlos.

TABELA XII. Distribui¢do dos genétipos nos pacientes DM 1 e controlos.

DM 1 CONTROLOS IC

Genoétipos P OR

=26 % N=20 % (95%)
DQ2/DQ3 2 7,7 2 10 0,01 0,54 0,071-4,20
DQ2/DQ6 3 11,5 5 25 0,124 0,2 0,059-1,330
DQ2/DQ5 3 11,5 1 5 1,0 1,78 0,17-18,3
DQ2/DQ2 10 38,5 1 5 0,042 7,6 0,89-64,6
DQ5/DQ6 2 7,7 2 10 0,01 0,54 0,071-4,20
DQ6/DQ6 1 3,8 5 25 0,020 0,08 0,009-

0,822

Outros 5 19,2 4 20 0,70 0,66 0,16-2,83
gendtipos

Legenda p:probabilidade OR: OR:”Odds ratio” on “ Razao de Probabilidades” 1C: intervalo de confianca

5.2.2. Frequéncia dos diferentes alelos e genétipos HLA-DRB1 nos

Para

pacientes DM1 e controlos.

a molécula

HLA-DRBI1

foi encontrado

8 grupos

(*01,

de alelos

*03,%04,%07,¥09,¥11,*13;*15). Os grupos de alelos com maior frequéncia nos DM1
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quando comparada aos controlos foram *01 (29%) e *03(25,8%), sendo que o alelo *01
foi significativamente mais frequente nos DM1 (p=0,026; OR=4,2, IC (1-15,2), nio
entanto o alelo parecer nio estar associado ao risco da doenga, IC (1- 15,2). Os grupos de
alelos *11 (p=0,011; OR=0,14, 1C=0,032-0,62),*13 (p=0,006; OR=0,13, IC (0,049-
0,488) e *15 (p=0,001; OR=0,13; IC (0,005-0,039) foram significativamente menor no
DMIlquando comparado aos controlos. O alelo *09 (12,9%), resultou com uma
frequéncia significativamente maior para os DM1 (p=0,041; OR= 1, IC (0,25-0,39),
embora este resultado surgira que nio exista associacio de risco verdadeira. As restantes

percentagem aparecem distribuidas entre os demais grupos de alelos achados nos grupos

estudados (gréfico 3 e tabela XIII).

Ainda, hd presenga dos genes DR4 ¢ DR5 nossa amostra de estudo, estes geralmente
associados de uma maneira fraca e heterogénea 4 Tiroidite de Hashimoto (TH), outro

disturbio autoimune, mas decorrente da resposta imune anormal 4 glindula da tiroide,

(Farid e Thompson, 1985).
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GRAFICO 3 - Distribuigio por percentagem dos alelos do /oc#s DRB1 em DM1 e controlos
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TABELA XIII: Distribui¢do dos grupos de alelos HLA-DRB1* nos pacientes DM 1
e controlos

DM1 CONTROLOS IC
Alelos
n= 31 %o n=20 % P OR (95%)

DRB1 2n 2n

*01 18 29 4 10 0.026 4,2 1,17-15,2

*03 16 25,8 6 15 0,39 1,9 0,61-6,3

*04 4 6,5 1 2,5 0,064 2,4 0,25-23,6

*07 2 3,2 1 2,5 1,0 1,15 0,098-13,5

*09 8 12,9 0 0 0,041 1,0 0,25-23,6

*11 3 4.8 8 20 0,011 0,14 0,032-0,62

*13 6 9,7 11 27,5 0,006 0,13 0,049-0,588

*15 1 1,6 8 20 0,001 0,044 0,005-0,39
Outros 4 6,5 1 2,5 1,0 1,7 0,17-18,4

alelos

Legenda p:probabilidade; OR: “Odds ratio” on “Razio de Probabilidades” ; 1C:intervalo de confianca .

Para realizar o andlise genotipica da molécula HLA- DRB1, neste estudo em particular,
foram constituidos genétipos com um alelo afim pois a frequéncia individual nio oferecia
muita informagio (tabela VIII). O gendtipos de maior frequéncia encontrados no DM1
foram DR3/DR(41,9%), DR1/DR (38,7%), DR9/DR(9,7%) quando comparado aos
controlos. O genétipo DR13/DR (3,2% vs 7%) resultou com menor frequéncia nos

DMI1 em relagao aos controlos.

Nenhum dos gendtipos achados mostrou frequencia significativa (grafico 4 e tabela XIV).

39



Anélises do polimorfismo HLA/DR-DQ em Angolanos portadores de Diabetes Mellitus tipo 1

45

40

35

30

25

20

15

10

DR1/DR

mDM1

B CONTROLOS

DR3/DR

T T

DR9/DR DR13/DR Qutros
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TABELA XIV. Genétipo DRB1 em pacientes diabéticos e controlos.

Genétipo DM 1 CONTROLOS IC
P | OR

DRBI* | n=31| % n=20 % (95%)
DR1/DR | 12 38,7 4 20 035 (21 |0,57-7,65
DR3/DR | 13 41,9 6 30 0,77 | 1,4 | 0,42-4,47
DRY9/DR | 3 9,7 0 0 0,29 | 0,91 | 0,8§3-1,0
DR13/DR | 1 3,2 7 35 0,07 | 1,38 | 0,42-4,47
Outros 2 6,5 3 15 0,66 | 0,6 | 0,29-1,22
gendtipos
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5.3. Avaliagio da resposta autoimune.

A resposta autoimune foi avaliada através do anti-GAD, os mesmos foram determinados
em 72 amostras, delas 52 (72,2 %) correspondem aos pacientes DM1 e 20 (27.8 %) aos
controlos. Dos DM1, 50 amostras cumpriram os requisitos necessdrios para ser processadas

por ELISA, delas 26 (52%) resultaram anti-GAD positiva (tabela 8 e apéndice H). Das

amostras controlos, 1 (5%) resultaram anti-GAD positiva.

5.3.1. Em func¢io do tempo medio de diagnéstico

Considerando que o tempo médio de diagnéstico na amostra DM1 estudada ¢ 3 anos,
avaliamos o comportamento da positividade do anti-GAD para os menores e maiores de 3
anos, 24 (48%) dos DM1 possuiam um tempo diagndstico menor a 3 anos, 26 (52 %)
aparecem com tempo de diagnéstico maior a 3 anos. Nio houve associacio significativa
entre tempo e a frequéncia de anti-GAD positivo (p=0,39). A maior frequéncia de
positividade de anti-GAD foi encontrada nos pacientes com tempo diagndstico menor a 3

anos, 14 (53,8%) (tabela XV).

TABELA XV. Associacio entre o tempo de diagnéstico da doenga e o anti-GAD.

Tempo anti-GAD
Total
Diagnéstico Negativo Positivo
<3 Anos 10 14 24
>3 Anos 14 12 26
Total 24 26 50
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5.3.2. Em funcio da idade.

Os pacientes foram agrupados em faixa estaria, 34 (38,2%) correspondia a idade menor aos
30 anos e 16 (18%) a idade superior 30 anos. De forma geral observou-se, para os menores
de 30 anos, uma maior frequéncia de positividade do anti-GAD em relagio aos pacientes
com idade superior aos 30 anos. Nesta amostra nio houve associagao significativa entre a
idade dos pacientes e frequéncia de anti-GAD positivo (p=0,69). Observou-se entre os
pacientes com idade maior a 30 anos, uma maior frequéncia de positividade do anti-GAD

quando comparada a negatividade da resposta (56,2% vs. 43,8%) (tabela XVI).

TABELA XVI. Associacio entre a idade e o anti-GAD.

anti-GAD
Idade Total
Negativo | Positivo
<30 Anos 17 17 34
>30 Anos 7 9 16
Total 24 26 50

5.3.3. Em funcio dos alelos e genétipos encontrados

Do total de alelos e genotipos encontrados na amostra estudada, foram selecionados para

esta andlise, aqueles que aparecem com frequéncia significativos.

Do universo de alelos DQBI distribuidos nos grupos estudados (DM1 e controlos), 27
alelos foram *02, deles 19 foram anti-GAD positivo enquanto que 8 resultaram anti-GAD
negativo. Observou-se que o alelo *02 foi significativamente mais frequente entre as
amostras com anti-GAD positivo (p=0,000); por sua vez o alelo *06 aparece com 3
individuos anti-GAD positivo, enquanto 18 individuos foram anti-GAD negativo,
resultando significativamente mais frequentes (p=0,002) para o anti-GAD negativo quando

comparado ao anti-GAD positivo (tabela XVII).
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TABELA XVII. Associagido entre a frequéncia dos alelos HLA-DQ e a resposta anti-GAD

Alelos anti-GAD
Total P
*DQB1 Positivo Negativo
03 3 6 9 0,7
04 4 0 4 0,21
02 19 8 27 0,000
06 3 18 21 0,002
05 2 9 11 0,4
NR 2 18 20 -
Total de 33 59 92
alelos

A totalidade de gendtipo DQ2/DQ2 (homozigdtico) foi anti-GAD positivo, sendo este
gendtipo significativamente mais frequente entre as amostras com resposta positiva do anti-
GAD (p=0,000), enquanto que a totalidade do genétipo DQ6/DQ6 aparece associado a

resposta negativa do anti-GAD, o mesmo revelou-se significativamente mais frequente para

a resposta negativa do anti-GAD (Tabela XVIII).

TABELA XVIII. Associacio entre a frequéncia dos genétipos DQ e a resposta anti-GAD.

anti-GAD
Genétipos Total P
Positivo Negativo
DQ2/DQ3 2 2 4 0,83
DQ2/DQ6 3 5 8 0,83
DQ2/DQ2 11 0 11 0,000
DQ6/DQ6 0 6 6 0,030
DQ5/DQ6 0 4 4 0,21
DQ2/DQ5 3 1 4 0,36
Outros gendtipos 1 8 9 0,12
Total 20 26 46

A associagio para os alelos HLA-DRB1 e a resposta imune é observada na tabela XIX.
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TABELA XIX. Associagdo entre a frequéncia dos alelos HLA-DR e a resposta anti-GAD

Alelos anti-GAD
NR Total P
DRB1 Positivo | Negativo
04 2 3 - 5 0,55
07 2 1 - 3 0,57
15 0 9 - 9 0,021
03 11 10 2 24 0,294
09 7 1 - 8 0,008
01 4 18 - 22 0,104
11 1 10 - 11 0,048
13 1 15 1 17 0,004
Outros alelos 0 3 1 4 0,026
Total 28 70 4 102

Os alelos DRB1 *11,*13,*15 e outros alelos aparecem significativamente associados a
resposta negativa dos auto-anticorpos anti-GAD (p<0,05), enquanto que alelo *09 foi
significativamente mais frequentes (p=0,008) nos pacientes com anti-GAD positivo. O
alelo *03, revelou-se mais frequente para a resposta anti-GAD positiva, enquanto que e
alelo *01, pelo contrario aparece com a maior frequéncia para pacientes com anti-GAD

negativo (Tabela XIX).

A tabela XX mostra associagao do genétipo DRB1 a resposta do anti-GAD. O genétipo
DR13/DR aparece com uma associagio significativa a resposta negativa do anti-GAD
(p=0,002). Os gendtipos DRI/DR aparecem associados a resposta positiva do anti-GAD,
nao entanto, esta associagio nao foi significativa, j4 o genétipo DR1/DR foi mais

frequente na resposta negativa do anti-GAD.
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TABELA XX. Associagio entre a frequéncia dos gendétipos DR e a resposta anti-GAD

anti-GAD
Genotipos o Negativo NR Total P
DR3/DR 9 9 1 19 0,48
DR1/DR 6 10 0 16 0,64
DR9/DR 3 0 0 3 0,07
DR13/DR 1 7 1 9 0,002
Outros gendtipos 2 2 - 4 0,16
Total 21 28 2 51
5.4. Frequéncia alélica e genotipica em DM1 e LADA.

Considerando os mecanismos patofisiologicos que dividem clinicamente os doentes

diabéticos tipo 1 considerados cldssicos (DM1) daqueles com diabetes autoimune latente do

adulto (LADA), considerou-se estudar as associacoes alélicas e genotipicas nestes dois

grupos Desta forma foram considerados DM-1 cldssico aqueles individuos com idades

menores ou iguais a 30 anos e LADA aqueles com idades maiores que 30 anos.

Foi observado que para HLA-DQBI, os alelos *02, *05 e *06 apresentavam uma

diminui¢do de frequéncia ao passar e uma faixa etdria (< 30) a outra (>30). Outros como

*03 e *04 mantiveram ou aumentaram ligeiramente a sua frequéncia ao passar de uma faixa

etdria a outra. As andlises nos gendtipos mostraram uma resposta semelhante aos dos alelos

(Tabelas XXI e XXII).

TABELA XXI. Frequéncia dos alelos DQB1 em DM1 e LADA

Faixa etaria
Alelos N
<30 (n) >30 (n)
03 2 5 7
04 1 1 2
06 7 1 8
02 26 2 28
05 6 1 7
Total 42 10 52
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TABELA XXII. Frequéncia dos genotipos DQB1 em DM1 e LADA

Faixa etaria Total
Genotipos
<30 (n) >30 (n) )
DQ2/DQ3 0 2 2
DQ2/DQ6 3 0 3
DQ2/DQ2 10 0 10
DQ6/DQ6 1 0 1
DQ2/DQ5 3 0 3
DQ5/DQ6 1 1 2
Outros genétipos 4 1 5
Total 22 4 26

Nos alelos e genétipos HLA-DR observou-se um comportamento similar aos alelos HLA-

DQ. De forma geral nas menores idade revelaram a maior frequéncia de alelos e gendtipos

em relacio as maiores idades.Com excecio do alelo *04 e outros alelos, onde nio se

mostrou grandes variagoes (tabela XXIII e XXIV).
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TABELA XXIII. Frequéncia dos alelos DRB1 em DM1 e LADA

Faixa etaria Total
Alelos
<30 (n) >30 (n) N)
04 2 2 4
01 16 2 18
15 0 1 1
03 16 0 16
09 8 0 8
11 2 1 3
07 2 0 2
13 5 1 6
Outros alelos 2 2 4
Total 53 9 62




Andlises do polimorfismo HLA/DR-DQ em Angolanos portadores de Diabetes Mellitus tipo 1

TABELA XXIV. Frequéncia dos gené6tipos DRB1 em DM1 e LADA

Faixa etaria Total
Genotipos

< 30 (n) >30 (n) ™)

DR13/DR 1 0 1

DR9/DR 3 0 3
DR3/DR 12 1 13
DR1/DR 10 2 12

Outros gendtipos 0 2 2
Total 26 5 31
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6. DISCUSSAO

DM1 ¢é uma doenga autoimune que resulta em destruicio das células beta do pincreas, que
produzem insulina. A autoimunidade da DM1 estd influenciada pela presenca de alelos

HLA especificos e de auto-anticorpos.

Assim sendo, neste estudo foi determinada a frequéncia dos alelos de susceptibilidade a

doenga e avaliou-se a associa¢do dos mesmos com a resposta imune.

Para atingir os objectivos propostos, foram estudados individuos com diagndstico clinico
prévio de DM1, todos provenientes de hospitais e clinicas de Luanda, alguns deles de
diagnéstico recente (fim da fase aguda) e outros na fase crénica. Os individuos durante a
fase aguda nio apresentam manifestagoes clinicas, pelo que dificilmente estariam

disponiveis para este tipo de estudo.

Foram estudados 52 pacientes com diagnéstico clinico de DM1 e 20 controlos
(normoglicemicos). O grupo DM1 e controlos apresentaram-se homogéneos em relacio a

género (p=0,604) e a idade (p=0,195), nio se observam diferenca significativa.

No grupo DM1 houve predominio do sexo masculino, embora se surgira que a incidéncia
da doenga seja igual para ambos sexos (Harjustsalo; Sjoberg; Tuomilehto, 2008). A média
de idade de 26,3 anos para os DM1, semelhante aos relatos que planteia que a idade de
inicio tende a ser mais tarde em populagbes africanas, entre 22-29 anos(Kalk,
1993).Quanto ao tempo de diagndstico, a média foi de 3 anos, resultados similares ao
estudo realizado em Camarées onde o tempo médio ao diagnéstico foi de 3,3 anos (Hawa

et al., 2000).

De maneira geral os dados registrados na literatura indicam que a maior frequéncia dos
alelos de risco corresponde a HLA-DQB1*0201 e/ou *0302 ¢ DRB1*03 ¢/ou DRB1*04.
Enquanto o alelo de protecio DQB1*0602 confere prote¢io dominante. (Boitard et al,
1997). Mas sabendo que a doenga acontece em populagoes etnicamente diferentes, a

associagao com os alelos HLA pode ser do mesmo modo diferente, por tanto s6 o andlises
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de populagoes diferentes nos dard a ideia desta variagdo, e um fato que pode simplificar a
investigagao da susceptibilidade a DM1 é estudar populacoes nas quais os marcadores para

doenga sejam infrequentes.

No presente estudos realizado numa populagio angolana foram genotipados 35 amostras de
portadores DM1 e 20 controlos. De todos os alelos HLA-DQ encontrados foi possivel
associar a susceptiblidade da doenga o grupo de alelo HLA-DQB1*02 (OR=4 , IC (1,2-
13,3), o mesmo aparece com uma frequéncia significativa superior para os portadores de
DM1 quando comparada aos controlos (p=0,033). Estudos semelhantes envolvendo
populagées zimbabueanas revelaram maior frequéncia dos alelos DR2 (*02) em relagao aos

controlos (Garcia-Pacheco, 1992).

Interessante neste estudo foi a presenca significativamente frequente nos portadores de
DM1 do genotipo DQ2/DQ2 (p=0,042), com OR=7,6; 1C(0,89-64,6) para a
predisposi¢ao da doenca. Benseffaj, 2012 no estudo semelhante em portadores marroquinos

achou frequéncia maior de gendtipo nos portadores de DM1 em relagio aos controlos.

O alelo DQB1*06 com uma frequéncia significativamente superior nos portadores de
DM1 quando comparado aos controlo (p=0,00) semelhante a estudo de Garcia-Pacheco,
1992. Os dados obtidos sugerem que o alelo seja protetor (OR=0,30; 1C(0,17-0,54) a
semelhanca da populagao estudada por Volpini 2001, com RR= 0,3.

O genétipo DQ6/DQG6 revelou-se significativamente superior nos controlos em relagao aos
DM1 (p=0,020) e aparece associado a susceptibilidade da doenga (OR=0,08; 1C(0,009-
0,822). No estudo realizado em Marrocos foi achado, que o genétipo DQB1*02/06 revelou
uma maior frequéncia nos controlos em relacio aos DM1 e o mesmo esteve associado a

protegao (Benseffaj e cols, 2012).

Estes resultados confirmam o estudo anterior (Parry e Brooks, 2008) no qual confere ao

alelo *06 uma protegio dominante.

A molécula HLA-DR nio revelou associagao significativa com a susceptibilidade da doenga.

Foi observado que os alelos *03 e *04 estiveram mais frequentes nos portadores de DM1
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quando comparados aos controlos enquanto que no estudo realizado na populagio do
Zimbabué o grupo de alelos DR4 (*04), DR3 (*03) esteve significativamente aumentado

em pacientes em relagao com os controlos ( Garcia-Pacheco, 1992).

O alelo HLA-DRB1*01 revelou uma frequéncia significativamente maior (p=), quando
comparado aos controlos, nio entanto no analise estatistico sugerem que o mesmo nio esta
associado ao risco da doenga OR =4,2, IC (1-15,2). Este alelo e pouco frequente nos dados
relatado na literatura, pelo menos como marcador da doenga (DM1) mas sim com
protector. Na literatura este alelo aparece frequentemente associados a artrite reumatoide, a
mesma pode coexistir com DM1, ambas possuem muitos aspectos em comum e uns deles é

o gene PTPN22 ligado a incidéncia de ambas doencas (Kapitdny et al, 2005).

Alguns estudos realizados em diferentes populagdes mostram que diferentes haplotipos
HLA-DR-DQ influenciam de diversas maneiras na DMI. E interessante sinalar o papel no
identificado que haplotipo DRB1*01/DQ teve no presente estudo, pois o mesmo aparece
com regularidade. Em um estudo no Brasil foi relatado que o grupo de alelos (*01) quando
ligado a0 DQB1*0501, estava associado a prote¢io da doenga (Thomson et al, 2007), em

contrapartida por outros é considerado de risco moderado. (Boitar et al.,1997).

A associagio caracteristica da populagio caucasiana (DR3, DR4) nio foi encontrada neste
estudo sugerindo que a susceptibilidade poderia estar associada com DR7 e DR9. O alelo
DRB1*09 é raro na populagio do Norte de Africa, em nosso estudo foi observado sé nos
portadores de DM1, o mesmo hd sido reportada em diabéticos marroquinos da regiao
Souss, principalmente de origem Berber (Izaabel et al., 1996). Ikegami et al, 2007 sugere
que o alelo é caracteristico de diabéticos japoneses e coreanos e o genétipo DR9/DRY e de

alto risco para a populagao Asidtica.

Semelhante ao estudo de Bernseffat e cols, 2012 nio foi encontrado gendtipo com
frequéncia significativa, com exce¢io da combinagio DRB1*03/DR, a mesma aparece no

presente estudo com uma frequéncia maior nos DM1 quando comparada aos controlos.

Associado a protegio foram observados os alelos HLA-DRB1 *11 (p=0,011; OR =
0,14,1C(0,032-0,62), *13 (p=0,006; OR=0,13, IC(0,049-0,588) ¢ *15 (p=0,001; OR
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=0,04, 1C(0,005-0,39). O alelo HLA-DRB1*11 foi associado a protecgio para DM1 no
estudo realizado por Volpinis e cols, 2001, com risco relativos (RR) de 0,22. O *15
também foi relatado como protector nos trabalhos de Volpini e cols, 2001, como RR de
0,1. Protec¢o contra DM1 também foi conferida pelo alelo *13 com RR=0,4 na pesquisa
de Volpini e cols, 2001, RR=0,31. Numa popula¢io negra homogénea do Zimbabué os
alelos * 11 revelam-se significativamente maior nos controlos do que em pacientes, o que
faz crer no seu papel protetor contra DM1 (Garcia-Pacheco, 1992). Os alelos *13 e *15

também foram mais frequente em controlos no estudo realizado por Benseffaj e cols, 2012.

A apresentagdo clinica inicial diferencia as duas formas de diabetes associadas aos auto-
anticorpos, LADA e DMI1. A primeira caracteriza-se por auséncia de cetontria ou
hiperglicemia, sintomdtica acentuada nos primeiros 6 4 12 meses (Rosdrio, 2007), nio
havendo necessidade de insulina nesse periodo, o que se assemelha ao DM 2 cléssica;
enquanto a DM1 ¢ definida na presenga de sintomas tipicos de hiperglicemia (politiria,
polidipsia e/ou perda de peso), cetontria com necessidade de insulina imediata apds o

diagnéstico (Shahid e tal.,2012).

Embora a presenca de qualquer um dos anticorpos (IAA, IA2 ICA, GADA) indique
autoimunidade em adultos diabéticos, a solicitacio do anti-GAD é necessdria e na maioria
das vezes suficiente (Pozzalli e Di mario, 2001; Borge et al, 2002), por ser o mais sensivel

nessa faixa etdria (Takino et al., 2002). Assim pode-se estabelecer como critério diagndstico

de LADA (diferenciando-se do DM2).

Poucos sio os dados epidemioldgicos, imunoldgicos e genéticos disponiveis para a
populagao diabética tipo 1 em Africa. Reporta-se positividade dos auto-anticorpos em
diabéticos do Norte de Africa, observando-se frequéncias menores que nos DMI1
caucasianos (Libman et al, 2003). Em paises como Tunisia e Camardes se observaram
frequéncia de 51,2% (Mclarty et al, 1990) e 34% (Hawa et al, 2006). Em nosso trabalho,
foram encontrados 26 (29,2%) de positividade para a anti-GAD. Estes dados contradizem
os registos onde se consideram que os africanos juntos aos filipinos raramente apresentam
anti-GAD positivo (Medici, et al, 1999 e Banerji et al, 1994), ao que parece ser é que
existem poucas determinagbes deste auto-anticorpo em todo o continente, o que

obviamente impossibilita conhecer a verdadeira realidade da frequéncia do anti-GAD em
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diabéticos africanos. A maioria das publicagoes reporta resultados do ICA em detrimento
do anti-GAD e o facto de existir escassa informagio sobre a prevaléncia do LADA em

Africa, o que também dificulta a classificagao dos diferentes tipos de diabetes.

A prevaléncia do LADA tem sido estimada em diversas publicagoes, variando em fungio da
populagio estudada (pais).Os critérios usados sio, sobretudo, a idade, tempo do diagnéstico

e dos anticorpos avaliados.

A semelhanca do estudo ADOPT em norte-americanos (Zinman et al, 2004) foi
considerado LADA todos aqueles pacientes com idade superior a 30, dos quais 9 (56,2%)
possufam anti-GAD positivo, Esta frequéncia foi semelhante a encontrada no estudo

realizado em nigerianos, 48% (Olufunmiayo, 2012), ou seja 9 individuos, neste estudo, sio

considerados LADA.

Do universo de diabéticos anti-GAD positivo, verificou-se uma frequéncia 17 (65.4%) de
positividade para os menores de 30 anos em relagido aos maiores de 30 anos 9 (34,6%),
resultado semelhante ao estudo realizado na Africa do Sul (33%) (Rheeder et al, 2001) o
que confirma a hipéteses de que o anti-GAD é um marcador sensivel de DM1 na faixa
pedidtrica, enquanto que, a DM1 que inicia na idade adulta é caracterizada por periodos
assintomdticos mais longo, antes do diagndstico ou seja, existe preservagio da fungao das

células beta residuais.

A semelhan¢a de um estudo realizado em Brasil (Serfaty et al, 2010), ndo houve associagio
entre a idade e a positividade de anti-GAD (p=0,69) o que nos faz pensar na hipStese de
que a idade de aparecimento dos sintomas da DM autoimune no adulto depende do grau
de faléncia das células beta. O processo de destruicio das células beta (avaliada através do
péptido C) ocorre gradativamente durante um periodo que a pessoa com diabetes nao
percebe por nao ter sintomas. Inclusive os anti-GAD podem-se originar até oito anos antes
da manifestagio da condigao, dificultando qualquer tratamento preventivo. Considerando
estes argumentos podemos pensar que a idade de inicio da doenga nio é considerada

parimetro adequado para definir esta patologia.
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Os casos avaliados no presente estudo possuiam tempo médio de diagnéstico de 3 anos,
semelhante ao estudo realizado em Camarées onde o tempo médio ao diagndstico foi de
3,3 anos (Hawa et al., 2006). Deste 24 (48%) correspondeu aos diabéticos com tempo
diagnéstico menor a 3,2 anos, enquanto 26 (52 %) correspondeu aos pacientes com tempo
de diagndstico maior a 3,2 anos. Ndo houve associagio entre o tempo diagndstico e a
frequéncia de anti-GAD positivo (p =0,39). A maior frequéncia de positividade de anti-
GAD foi encontrada nos pacientes com tempo diagnéstico menor a 3,2 anos, 14 (53,8%)
de forma semelhante ao que aconteceu em um estudo num grupo de pacientes diabéticos
italianos em que se achou que 44% deles foram positivos para anti-GAD. (Zanone et al,

2003).

Os resultados obtidos foram semelhantes ao estudo realizado na Tunisia onde, observou-se
que com o aumento do tempo de duracio da doenga em diabéticos jovens a prevaléncia do
anti-GAD diminui-o, 84,6 % dos jovens com diagndstico recente <6 meses) foi positivo ao
anti-GAD enquanto que deles 29,1% resultaram positivo a longo termo (> 5anos)
(Elkadhi,2002). Em nosso caso observou-se que para> 3 anos, apenas o 46,2 % resultaram

positivo em relagdo ao 53,8% ( <3 anos).

A frequéncia da positividade a resposta autoimune avaliada pelo anti-GAD foi bem maior
na idade pedidtrica comparada aos LADA. Contudo foi mas extensiva ao tempo de
diagnéstico no LADA, o que condiz de principio com as caracteristicas clinicas e

imunoldgicas destes pacientes.

Estes achados justificam a hipétese de que o anti-GAD tem seu melhor desempenho nos
individuos adulto com inicio da doencga, sendo o teste que permanece positivo por mais
tempo apés o diagndstico. Mantém sensibilidade de 70% a 80% para o diagndstico
independente da idade (Silva et al, 2008). Em nosso estudo, a idade média dos pacientes
diabéticos foi de 26,3 anos, verificando-se uma maior presenga de diabéticos jovens, quer
dizer DM1 cléssico e ndo LADA e dai o facto de existir a tendéncia a diminui¢io do anti-

GAD ao longo do tempo nessa faixa etdria, maioritariamente jovem.

Ainda sobre anti-GAD podemos encontrar em estudos diversos, comportamentos diferentes

em relagdo a associacio entre a frequéncia de alelos susceptiveis ou de risco e presenga do
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anti-GAD nas diferentes amostras de diabéticos autoimunes quando comparados com

controlos, por exemplo.

No estudo de Buzzetti e cols, 2007, observaram que a prevaléncia do HLA-DQB1*0201 foi
maior em pacientes com altas concentragdes de anti-GAD (50%) comparadas as
concentragdes mais baixas do anticorpo (26,8%) e anti-GAD negativos (16,5 %), mas nio
houve diferenga entre os primeiros em relagio ao HLA-DQB1*0302. No mesmo estudo o

alelo protetor DQB1*0602 resulta em menor prevaléncia para altos niveis de concentragio

de anti-GAD.

Os nossos resultados a semelhanca do estudo de Buzzeti e cols, 2007 resultaram numa
frequéncia significativamente maior dos alelos HLA-DQB1*0201 associada a positividade
de anti GAD (p < 0,05) quando comparada com a resposta negativa dos auto-anticorpos
(57,6% vs 13,5%); o alelo DQB1*0602 mostrou uma menor frequéncia para a positividade
de anti-GAD quando comparado ao alelo*02 (57,6 % vs 9,1%). O genétipo DQ2/DQ2 e
DQ6/DQ6 a semelhanca ao anterior, possuem uma associagio significativa para o anti-
GAD (p < 0,05). Em relagio ao alelo * 03 aparece s6 com uma frequéncia de 3% no que
positividade e anti-GAD se refere, estes resultados faz sem duvida, o alelo *0201 muito
ligado a sensibilidade imunolégica destes pacientes sendo identificado como alelo de risco a

considerar nesta populagio.

Enquanto aos alelos HLA-DR observamos que os alelos (*11,¥13,*15) considerados neste
trabalho como protetores possuem as maiores frequéncias para a resposta anti-GAD

negativo, sendo significativa ao do genétipo DR13/DR.

O alelo *09 aparece com uma frequéncia significativamente (p<0,05) associada a
positividade do anti-GAD, facto que faz lembrar o estudo realizado em pacientes japoneses
onde se verificou que haplétipo contendo os alelos DRB1*09 ¢ DRB1*07 tem sido
associado a [A-2A em DM1 (Lambert et al, 2004). Esta associagao foi observada em nosso
estudo mas com anti-GAD. Estes achados, por nés considerados relevantes, possivelmente
nao foram tidos em conta ao longo de trabalhos do género dado a menor frequéncia em
comparacio com DRBI * 04 haplétipos. Na verdade, DRB1 * 07 haplétipos sio

considerados neutros ou de protecgio da populagio do Reino Unido e na Tunisia (Fekih et
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al, 2013), mas pelo que se constata aqui deve ser tomados em consideragio para estudos de

susceptibilidade a DM1.

Fazendo a anilises desde esta dptica de resultados pode pensar-se que a determinagio dos
auto-anticorpos nao deve ser limitada aos alelos tipicamente reconhecidos como susceptiveis
pelo contrdrio, deverd incluir genétipos novos que indiquem a suspeita de novos casos de
altos ou baixo risco. Esta estratégia seria aplicdvel a mais diabéticos do que uma baseada em

DRBI1 * 03/04 haplétipos.

O alelo *01 revelou uma maior frequéncia associada a resposta negativa do anti-GAD em
relagdo a positividade, facto que nio faz questionar o seu papel de risco ou protector, ao
parecer este esteja condicionado ao alelo ao qual se encontra ligado (DQBI1*05 ou
DQB1*02). Quando ligado a *05, parecer ter um efeito protector em base a negatividade
do anti-GAD, e quando ligado ao alelo *02 geralmente existe positividade do anti-GAD.
Apresenta-se com frequéncia 4:18 para anti-GAD positivo e todos eles pertencem sio
menores de 30 anos. Assim, a genética pouco auxilia na identificagio de DM autoimune do

adulto (Densai et al,2007).

Nem todos os pacientes deste estudo, mesmo que diagnosticados clinicamente e avaliados
geneticamente apresentavam anti-GAD positivo, este facto ¢é valido e este descrito em
muitas literaturas, quer dizer, pode ser anti-GAD negativo ao diagndstico e passar a ser
detectado anos apés a evolugio da doenca. E possivel ainda o aparecimento da positividade
mais tardia, o que sinaliza a existéncia de um sistema imune mais predisponente ao
desenvolvimento de doengas autoimunes de modo geral (Tsirogiani, 2009). Também
podemos estar perante o subtipo DM1 idiopdtico, frequente na populagio em estudo

(africana), ou Maturity Onset Diabetes of the Young (MODY).

Tuomi e cols, 1999 observaram que a frequéncia do HLA-DQB1*0302 (41%) (de risco
para DM1) foi significativamente maior nos pacientes com LADA em relagao aos controlos
(24%), mas inferior que no DMI1 cldssico (71%), estando ainda relacionado com
concentragio sérica de anti-GAD (29% para baixas versus 47% com altas concentragoes).
Nenhuma diferenga foi observada na frequéncia do alelo protetor DQB1 * 0602 entre os

grupos.
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Em nosso estudo verificou-se um comportamento similar da frequéncia entre DMI e
LADA para os alelos HLA de risco (*02), o mesmo aparece com maior frequéncia para
DM1 em relagao aos LADA. Por sua vez o alelo *06, ao contririo do estudo anterior a sua
frequéncia parece diminuir com idade do diagnéstico (> 30), enquanto o alelo*03 aumento
para o LADA, o que faz pensar que este alelo tenha sua maior predisposi¢ao para a diabetes

com inicio mais tardio.
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7. CONCLUSOES

A DMI1 é uma patologia complexa, que envolve factores genéticos e ambientais, levando a
destrui¢do autoimune das células beta. Avancos em imunogenética trouxeram enorme
contribui¢do ao conhecimento da patogenia, as suas diferentes manifestagoes clinicas e

patologias associadas.

Sendo assim o entendimento dos factores associados ao desenvolvimento da auto-
imunidade do DM1 oferece perspectivas futuras para intervengdes que subsidiam medidas
curativas e preventivas as pessoas susceptiveis a doenga (portadores de marcadores

imunogéneticos, como alelos HLA de susceptibilidade e autoanticorpos).

Com a intengio de identificar os alelos HLA de susceptibilidade e 0 mecanismo que rodeia
a presenca dos anticorpos o que faz deste individuos susceptiveis a doenga foram
determinados os alelos HLA-DQ/DR marcadores de risco, assim como foi determinado a
presenca de auto-anticorpos, anti-GAD, nesta amostra de DM1 angolanos, constituindo o
primeiro estudo molecular realizado com este objectivo e com o propdsito obter uma maior

perspectiva do diagnéstico, progndstico, prevencio e tratamento da doenga.

1. Como resultado da tipificagio encontramos alelos caracteristicos da DMI, tais
como HLA- DQB1*02, *03, *06 e DRB1*01, *07, 09, *11,*13,*15.

2. Os resultados revelam a forte participagio das moléculas HLA-DQ para a
suseptibilidade a DM1 na populagio angolana e sugerem associagdes positivas e
negativas entre os grupos de alelos, algumas jd encontradas em estudos anteriores.

* O alelo DQB1*02:01 (DQ2/DQ2) foram significativamente
associado a chance a desenvolver a DM1.

* O alelo, DQB1*03, aparecem com frequéncia superiores para os DM1.

* Os alelos DQB1*06 (DQ6/DQ6), DQRB1*11,*13,*15; foram
associados significativamente a protec¢do contra 4 doenga.

* Nio foi encontrado alelos caracteristicos da molécula HLA-DR
associado com o risco a doenca, nio entanto, os alelos *03, *04 e o

gen6tipo DR3/DR foram mais frequentes em DM1.
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* Realgar a presenca dos alelos DRB1*01, *07 e *09 que sugerem

participagao activa na patogenia.

3. Por outro lado os dados demostram que a autoimunidade desenvolve-se na presenga
de susceptibilidade genética, quer dizer, em associagio com alelos HLA-II

especificos.

* Enfatiza 0 LADA como uma condi¢io heterogénea que inclui o tipo clinico
DM1 cléssico, caracterizada pela presenga de auto-anticorpos (anti-GAD) e
antigenos HLA-DQ/DR com a progressiva perda das fungdes das células
beta Ainda sobre a modulagio da resposta imune ao anti-GAD se pode
pensar, portanto, ser uma abordagem eficaz para a prevencio dos diabéticos
portadores nio s6 DQB1*02/03 ¢ DRB1 * 03/04, mas também
DRB1 * 07 ou DRB1 * 09 haplétipos.

A importancia da DM1 do ponto de vista social e econdémico ¢ inegdvel devido as altas
taxas de morbidade, mortalidade e de incapacitagio para o trabalho. Desta forma, fica
evidente que tal doenga merece especial cuidado no sentido de uma detecgao precoce dos
individuos susceptiveis para que haja possibilidade de intervengao profildtica nos mesmos.
De esta forma, o conhecimento dos factores de risco para o desenvolvimento da DM na
infincia e nio s6 contribuird para que se possa detectar os individuos de alto risco e tentar
intervengoes anteriores a fase clinica da doenga, evitando assim maior morbi/mortalidade da

mesma.
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Apéndice A. Termo de consentimento livre e esclarecido

UNIVERSIDADE AGOSTINHO NETO
FACULDADE DE MEDICINA

FICHA #
INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

PESQUISA: Anilise do polimorfismo HLA/DR-DQ em pacientes angolanos portadores de
Diabetes Mellitus tipo 1.

Pesquisador Responsavel:
Telefone para contato:
Pesquisador participante:
Telefone para contato:

Vocé esta sendo convidado(a) para participar, como voluntirio, em uma pesquisa. Apds ser
esclarecido(a) sobre as informacdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine ao final
deste documento, que estia em duas vias. Uma delas ¢ sua e a outra é do pesquisador responsavel.

Qual o objectivo desta pesquisa?

O objetivo ¢é estudar a frequéncia dos polimorfismos HLA-DR/DQ em pacientes angolanos
diabéticos tipol, residente em Luanda/Angola. Trata-se de um estudo prospectivo, com coleta de
dados de pacientes com diabetes Mellitus tipo 1. Serd incluido nos estudos pacientes portadores de
DM1 de ambos sexos, da cidade de Luanda. O objetivo é estudar a frequéncia dos polimorfismos
HLA-DR/DQ em pacientes angolanos diabéticos tipol (estudo genético), residentes em
Luanda/Angola.

Como faremos este estudo?

Sera colectada uma amostra de sangue, com o uso de agulhas e seringas descartaveis, o sangue serd
examinado através de técnicas de biologia molecular para avaliar o seu perfil genético, sendo que as
varidveis analisadas serdo: sexo, tempo da doenca, além de dados laboratoriais. Os critérios de
inclusio sdo todos os pacientes de ambos sexos portadores de DM1 com ou sem tratamento sem

limite e idade, residentes em Luanda.
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Quais os riscos e custos?

Nio h4 riscos em participar da pesquisa., salvo o desconforto préprio de uma punc¢io venosa. O
seu custo neste estudo serd o seu deslocamento até o local de colecta a indicar posteriormente. A
colheita serd feita no inicio da sua participa¢ao no estudo.

O que vocé ganha com este estudo?

A pesquisa nio vai gerar beneficio imediato, os seus beneficios serdo sim a longo prazo. Espera-se
que no final deste estudo seja possivel contribuir para o entendimento dos factores que estdo
associados a um maior risco de desenvolver o Diabetes Mellitus tipol.

Quais sao os seus direitos?
Os seus dados pessoais sdo confidenciais e os resultados deste estudo serdo usados para fins
cientificos. Vocé nio sera identificado por nome e terd acesso aos resultados da pesquisa através do

seu contacto. Sua participagio ¢ voluntdria, podendo retirar o seu consentimento a qualquer

momento.

Eu, s , abaixo

assinado, concordo em participar do estudo
, como sujeito. Fui devidamente

informado e esclarecido pelo pesquisador sobre a

pesquisa, os procedimentos envolvidos, assim como os possiveis riscos e beneficios
decorrentes de minha participagdo. Foi-me garantido o sigilo das informacdes e que posso
retirar meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade
ou interrupgio de meu acompanhamento/ assisténcia/tratamento.

Local e data / / / /

Nome:

Assinatura do sujeito ou responsavel:

Declaro (a) que fui informado (a) dos objectivos e da justificativa desta pesquisa, todas as minhas
davidas foram respondidas com clareza.
Declaro (a) ser de livre vontade minha participa¢io nesta pesquisa.

Assinaturas:

Participante:

Testemunha (nos casos especiais):
Pesquisador:
Local e Data:

II



Andlises do polimorfismo HLA/DR-DQ em Angolanos portadores de Diabetes Mellitus tipo 1

Apéndice B. Questionario para os voluntérios

UNIVERSIDADE AGOSTINHO NETO
FACULDADE DE MEDICINA

Nome Completo:

Endereco

Contacto Telefénico

Idade: .Sexo: ) F () M
A quanto tempo foi diagnosticado a doenca:
Qual foi teste realizado para o diagnostico

Apresenta antecedentes familiares com DM — I? () Sim () néo.

Se sim, qual o grau de parentescor?

Utiliza alguma medicagio para o controlo da doenca? () Sim () néo.

Se sim, qual?

() Oral () injectavel () outras Especifique:

Faz algum acompanhamento médico? () Sim () nfo. Se sim, com que frequéncia?

Com que frequéncia o paciente mede a glicemia?

() Diariamente () semanalmente () mensalmente () raramente

III
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10. Realiza alguma actividade fisica? () Sim () néo. Se sim, com que frequéncia:

11. O seus avos / pais sa0 natural de

12. Vocé é natural de

13. Actualmente reside em
Observacdes:

Local e Data:

IV
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Apéndice C. Mapa para anélise dos alelos HLA-DQ

e—
AllSet+™ Gold SSP
HLA-DRAT WORKSHEET
Code no.: 54370D
Purpose of Test Taq Lot#
LD. DNA Lot# 020 Batch#
Name DNA Conc. (ng/ul) Expiration Date
Ethnic Origin Tested by Test Date
Donor/Patient by Date
|Allele A
[Serotogicar Allele Specificity 1(2|3|4|5]|6|7|8|9|1011{12]13]14]15]16/17]18]1 1|22]3]
DRB1*01:01:01-01:05/01:07-01:10/01:12-
DR1, - 02:08/04-07/09-13/15-17/19-23/25-32/34-
38/40N-43/45-49
[DRB1*01:01:06/01:11/08/33N
DRB1*01:03/24/39N ||
DRB1*01:14 B
DRB1*01:18/44. [ |
[DRB1*03:01:01:01-01:05/01:07- = E
101:20/04:01-07/09/11:01-28/30-34/36- £
37/39/43-45/47-48/50-51/54-59/61-63/66- B
/7 80-84 E =
- =
DRB1703.79, DRB3*01:14 B
DRB1*04:01:01-02:01/02:03-11:02/'
DR4, - 14/16-17:02/19-21/23/26-27/29-34/36-
¥ 41/44-53/55-57/60/63-68/70-77/79-81N/83
-85/87-98:01/100/102-109/111-124
- DRB1*04:02:02 HE
- DR4 DRB1*04:12/18/25/58 g [ ]|
DR4, - DRB1*04:15/61
DR4®). |DRB1°04:22/24/78/82/98:02-09/101
DR4, - DRB1*04:28/35/42-43/59 | ]|
- DRB1*04:54/86 sll20
g
g8 g g
a||| S ol __ 58]
8 g g|& ke 8 g 8|23 |ol
NEREERERE RNEREREEEE
82(2(, | B35 Blal alo Bl 8o 3B 818 ol
Product sizes IS §g—gg§5§§9 ggggﬁgagggg
ISSE gﬁ%‘"ag‘" B BN EEEEN
2| &I 5] 3 a EERMBERENEE
NEERBEERRE 2 SR
2 s @ s
B 3 8
&l N
&l
Lane Number 1 3|ais5|6]|7]8]910]11]12]13[14]15[16[17]18]19]20[21]22]23)]
Positive Lanes
st match:
nd match:
Failed Controls
False Positive
False Negative
Version 2

Life T

Page 1 of 5 '
Allele db HLADB-3.9.0-July 2012
Corj lif

1~ Www. "

For In Vitro Diagnostic Use




Anélises do polimorfismo HLA/DR-DQ em Angolanos portadores de Diabetes Mellitus tipo 1

Apéndice D: Mapa para anilise dos alelos HLA-DR

e
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Apéndice E. Exemplos de tipagem do HLA-DQ para DM 1

Ficha de Resultados

Tipo de Estudo: Tipagem Molecular do HLA-DQB

Nome: Sexo: M Idade: 43

Amostra: 38 Cédigo: A-38 Data da colheita:

Data da Extracgao: 08/07/13 Protocolo: InstaGene™ Whole Blood Kit Operador: Tatiana
Ramos

Data do PCR: Protocolo: AllSet+™Gold SSP  Lote do kit: 004 Operador: Tatiana
Ramos

Diluigdo: sem diluicio.
Data da Electroforese: 22.11.2013 Protocolo: AllSet+™Gold SSP Operador: Tatiana Ramos
Data do PCR (repeti¢io): Protocolo: Lote do kit:  Operador: Diluigio:

Data da Electroforese (repeti¢io):  Protocolo: Operador:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

205
205 150 pb
235

VII
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ALELOS : HLA- DQB1*03:01/02
*04:01/02

Ficha de Resultados

Tipo de Estudo: Tipagem Molecular do HLA-DQB

Nome: Sexo: F Idade: 12
Amostra: 13 Cédigo: A-13 Data da colheita:
Data da Extracgio: 08/0713 Protocolo: InstaGene™ Whole Blood Kit Operador:

Tatiana Ramos

Data do PCR: Protocolo: AllSet+™Gold SSP Lote do kit: 004 Operador:
Tatiana Ramos

Diluigio: sem diluicio.

Data da Electroforese: Protocolo: AllSet+™Gold SSP Operador: Tatiana Ramos

Data do PCR (repeti¢io): Protocolo: Lote do kit:  Operador: Diluigio:

Data da Electroforese (repeti¢io):  Protocolo: Operador:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
12 CN

.”—o ~“~““~““~bc
-

L e
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195 205 pb

ALELOS : HLA- DQB1*02:01
* 06

Ficha de Resultados

Tipo de Estudo: Tipagem Molecular do HLA-DQB

Nome: Sexo: F Idade: 9
Amostra: 16 Cédigo: Al6 Data da colheita:

Data da Extracgio: 08/07/13 Protocolo: InstaGene™ Whole Blood Kit Operador: Tatiana
Ramos

Data do PCR: Protocolo: AllSet+™Gold SSP  Lote do kit: 004 Operador:
Tatiana Ramos

Diluigdo: sem diluicio.

Data da Electroforese: Protocolo: AllSet+™Gold SSP Operador: Tatiana
Ramos

Data do PCR (repeti¢io): Protocolo: Lote do kit:_ Operador: Diluigio:

Data da Electroforese (repetigio): Protocolo: Operador:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
12 CN

IX
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CN

230 150

ALELOS : HLA- DQB1*03:03
*05:01

Ficha de Resultados

Tipo de Estudo: Tipagem Molecular do HLA-DQB

Nome: Sexo: F Idade: 14

Amostra: 06 Cédigo: A-6 Data da colheita:

Data da Extracgio: 10/07/13  Protocolo: InstaGene™ Whole Blood Kit

Ramos

Data do PCR: Protocolo: AllSet+™Gold SSP  Lote do kit: 004

Ramos

Diluigdo: sem diluicio.

Data da Electroforese:  Protocolo: AllSet+™Gold SSP Operador:
Data do PCR (repetigdo): Protocolo: Lote do kit:
Diluigio:

Data da Electroforese (repeti¢io):  Protocolo: Operador:

Operador: Tatiana

Operador: Tatiana

Operador:

10
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11 12 CN

195 pb

ALELOS : HLA- DQB1*02:01
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Ficha de Resultados

Tipo de Estudo: Tipagem Molecular do HLA-DQB

Nome: Sexo: F Idade: 13
Amostra: 08 Cédigo: A-8 Data da colheita:

Data da Extracgdo: 10/07/13 Protocolo: InstaGene™ Whole Blood Kit Operador: Tatiana
Ramos
Data do PCR: Protocolo: AllSet+™Gold SSP  Lote do kit: 004 Operador: Tatiana
Ramos

Diluigdo: sem diluicio.

Data da Electroforese: Protocolo: AllSet+™Gold SSP Operador: Tatiana Ramos
Data do PCR (repeti¢io): Protocolo: Lote do kit:  Operador: Diluigio:

Data da Electroforese (repeti¢io):  Protocolo: Operador:

195 | 205 pb

ALELOS : HLA- DQB1*02:01
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*05:0

Ficha de Resultados

Tipo de Estudo: Tipagem Molecular do HLA-DQB

Nome: Sexo: M Idade:29

Amostra:05 Cédigo: A5 Data da colheita:

Data da Extracgio: Protocolo: InstaGene™ Whole Blood Kit Operador: Tatiana
Ramos

Data do PCR: Protocolo: AllSet+™Gold SSP  Lote do kit: 004 Operador: Tatiana
Ramos

Diluigdo: sem diluicio.

Data da Electroforese: Protocolo: AllSet+™Gold SSP Operador: Tatiana Ramos
Data do PCR (repeti¢io): Protocolo: Lote do kit:  Operador: Diluigio:

Data da Electroforese (repeti¢io):  Protocolo: Operador:

230 | 205 pb

XIII
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ALELOS : HLA- DQB1*05:01
*06

Apéndice F. Exemplos de tipagem do HLA-DR para DM 1

Ficha de Resultados

Tipo de Estudo: Tipagem Molecular do HLA-DRB

Nome: Sexo: M Idade:14

Amostra:10 Cédigo: AlO Data da colheita:

Data da Extrac¢io: Protocolo:  InstaGene™ Whole Blood Kit Operador: Tatiana
Ramos

Data do PCR: Protocolo: AllSet+™Gold SSP  Lote do kit: 004 Operador: Tatiana Ramos

Diluigdo: sem diluicio.
Data da Electroforese:  Protocolo: AllSet+™Gold SSP Operador: Tatiana Ramos

Data do PCR (repeti¢io): Protocolo: Lote do kit:  Operador: Diluigio:

Data da Electroforese (repeti¢io):  Protocolo: Operador:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

X1V
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80 210 Pb
16 17 | 18 | 19 | 20 21 [ 22|23 | CN
150 95 Pb

ALELOS : HLA- DQR1*03:0
*09:04/06

Ficha de Resultados

Tipo de Estudo: Tipagem Molecular do HLA-DRB

Nome: Sexo: F Idade:13
Amostra:8 Cédigo: A8 Data da colheita:
Data da Extracg¢io: 10/07/13 Protocolo: InstaGene™ Whole Blood Kit

Operador: Tatiana Ramos

Data do PCR: Protocolo: AllSet+™Gold SSP Lote do kit: 004 Operador: Tatiana Ramos
Diluigio: sem diluicio.

Data da Electroforese: Protocolo: AllSet+™Gold SSP Operador: Tatiana Ramos

Data do PCR (repeti¢io): Protocolo: Lote do kit:  Operador: Diluigio:

Data da Electroforese (repeti¢io):  Protocolo: Operador:

16 17 18 19 20 21 22 23 CN
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80 | 105 235 | pb
16 | 17 |18 [ 19 |20 |21 |22 [23 | CN

pb

ALELOS : HLA- DQR1*01:01/02
*07:01

Ficha de Resultados

Tipo de Estudo: Tipagem Molecular do HLA-DRB

Nome: Sexo: M Idade:10
Amostra: 14 Cédigo: Al4 Data da colheita:

Data da Extracgdo: 10/07/13  Protocolo:  InstaGene™ Whole Blood Kit  Operador: Tatiana
Ramos

Data do PCR: Protocolo: AllSet+™Gold SSP  Lote do kit: 004 Operador: Tatiana
Ramos

Diluigdo: sem diluicio.

Data da Electroforese: Protocolo: AllSet+™Gold SSP Operador: Tatiana Ramos

Data do PCR (repeti¢io): Protocolo: Lote do kit: Operador: Diluigio:

Data da Electroforese (repeti¢io):  Protocolo: Operador:

12 13 14 15

16 17 18 19 20 21 22 23 CN
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80 95 pb
16 17 18 | 19 | 20 21 | 22 | 23 | CN
190 pb

ALELOS : HLA- DQR1*04:01/02
*09:04/06

Ficha de Resultados

Tipo de Estudo: Tipagem Molecular do HLA-DRB

Nome: Sexo: M Idade:14

Amostra:12 Cédigo: Al2 Data da colheita:

Data da Extracgio: Protocolo: InstaGene™ Whole Blood Kit Operador: Tatiana
Ramos

Data do PCR: Protocolo: AllSet+™Gold SSP  Lote do kit: 004 Operador: Tatiana
Ramos

Diluigdo: sem diluicio.

Data da Electroforese: Protocolo: AllSet+™Gold SSP Operador: Tatiana Ramos

Data do PCR (repeti¢io): Protocolo: Lote do kit:  Operador: Diluigio:

Data da Electroforese (repeti¢io):  Protocolo: Operador:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
12 13 14 15

XVII
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.—.-—----—.--’—-“—
3
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16 17 18 19 20 21 22 23 CN

80 pb
16 17 18 | 19 | 20 21 | 22 | 23 | CN
190 80 pb

ALELOS : HLA- DQR1*09:04/06
DRB4*01:01/03
DRB5*01:01/02

Apéndice G — Exemplos do ELISA /anti-GAD

ELISA
Ficha de Resultados

Tipo de Estudo: Determinagio de anticorpos (anti-GAD)

Protocolo : anti-GAD ELISA , EA 1022-9601 G da EUROIMMUN

Data de processamento: 12.08.2013

Curva de Calibracio

Calibradores 18G hum (Ul DO 450 nm

C1 2000 =

XVIII
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DO 450nm

2,5
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- w

k=]
w
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y=0,014x+0,2553
R?=0,997
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vl
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20
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1gG hum (UI')

XIX

Cc2 250 -

ca 35 0,6945

C6 5 0,296

cp 0,985
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Resultados
Ul 1IgG hum < 10 negativos

Ul IgG hum >= 10 positivos

Amostras DO 450 nm 1gG hum
(un
DM-6 3,1125 204
DM-9 0,6875 31
DM-14 2,894 189
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ELISA
Ficha de Resultados

Tipo de Estudo: Determinagio de anticorpos (anti-GAD)

Protocolo : anti-GAD ELISA , EA 1022-9601 G da EUROIMMUN
Data de processamento: 18.12.2013

Curva de Calibracio

Calibradores  1gG hum (Ul)  DOus0nm

c1 2000 -
Cc2 250 -
é 1 y=0,0142x +0,1451 c 120 1,861
;0 s R? =0,9968
o / c4 35 0,627
o4 c5 15 0,297
02 %
0 : : ‘ : : : ! 6 5 0,249
0 20 40 60 80 100 120 140
18G hum (U1) CN 0 0,178
cp 0,749
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Resultados

Ul IgG hum < 10 negativos
Ul IgG hum >= 10 positivos

Amostras DO 450nm 18G hum Controlos DO 450nm  18G hum
(U (un

DM-2 0,116 -2 C-16 0,144 0
DM-5 0,149 0 C-17 0,158 1

DM-15 0,185 3 C-18 0,141 0

DM-10 0,517 27 Cc-19 0,163 1
DM-36 0,23 6 C-20 0,085 -4

DM-18 0,734 42 C-2 0,139 0

DM-37 0,204 4 C-3 0,158 1

DM-43 0,14 0

DM-45 0,193 3

DM-44 0,143 0

DM-39 0,184 3

DM-42 2,184 146

XXII
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Apéndice H. Resultados globais dos pacientes DM-I

A 5 o Bl B

14anos negativo <10 05:01 01:01
06 13:74
2 A6 F 14 3anos positivo 204 02:01 01:01
03:38
3 A8 F 13 8anos positivo 37 02:01 01:01/02
05:01 07:01
4 A9 M 15 7anos positivo 31 02:01 09:04/06
5 A10 F 14 3anos positivo 27 02:01 03:01
09:04/06
6 All M 13 3anos negativo <10 NR 03:01
13
7 Al12 M 14 lano positivo 79 02:01 09:04/06 01:01/03 01:01/02
8 Al13 F 12 3anos positivo 204 02:01 03:38
06:01
9 Al4 F 10 3anos positivo 189 02:01 04:01/02
09:04/06
10 Al5 M 27 1 negativo <10 03:01 01:01/02
06:01 10:01
11 Al6 F 9 4anos negativo <10 05:01 01:01/02
03:03
12 A18 M 14 3anos positivo 42 02:01 01:01
13 A21 F 17 2anos negativo <10 NR 03:02 01:01 01:01
11
14 A23 M 32 9anos negativo <10 NR NR
15 A37 M 56 3dias negativo <10 NR NR
16 A38 F 43 3dias negativo <10 03:01/02 03:01
04:01/02 11
17 A40 M 53 3anos negativo <10 NR 10:01
16:01
18 A4l M 9 1 més positivo 67 02:01 03:01
13
19 A42 F 14 3 anos positivo 146 NR 01:01/02
20 A45 M 20 2anos negativo <10 05:01 01:01/02
06:01 09:04/06
21 A49 M 28 2anos negativo <10 NR NR
22 A50 M 24 3anos negativo <10 NR NR
23 A51 F 14 lano negativo <10 NR 01:01/02
13
24 A52 M 25 lano negativo <10 05:01 03:02
04:01/02 11

XXIII
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25 A53 M 21 5anos negativo <10 NR NR
26 A54 F 23 4anos negativo <10 NR NR
27 A55 M 23 3anos negativo <10 NR NR
28 A56 M 35 8anos negativo <10 NR NR
29 A57 M 17 lano negativo <10 NR NR
30 A43 F 22 2anos negativo <10 NR NR
31 Ad4 F 17 3anos negativo <10 NR NR
32 A2 F 33 5anos negativo <10 06:01 01:01/02
05:01 15:10
33 A46 M 29 3anos NR <10 NR 08:04
13
34 A48 F 23 3anos NR <10 NR 03:01
35 A39 M 8 8 dias negativo <10 NR 01:01/02
04:01/02
01:01/02
36 A36 F 36 4anos negativo <10 NR 13
37 A62 F 12 2 meses positivo 48 02:01 03:01
09:04/06
38 A6l M 34 2anos positivo 367 02:01 04:01
03:02
39 A59 61 2anos positivo 14 03:02 NR
40 A58 M 52 lano positivo 13 NR NR
41 A60 F 7 3meses positivo 401 02:01 01:01
03:01
42 A63 M 42 2anos positivo 153 NR NR
43 Ab4 M 59 6anos positivo 177 NR NR
44 ABS5 M 55 5anos positivo 25 NR NR
45 A66 M 24 13anos positivo 150 02:01 01:01
05:01 07:01
46 A67 13 lano positivo 207 02:01 NR
47 A68 37 5 meses positivo 10 03:02 NR
02:01
48 A69 F 12 lano positivo 157 02:01 03:01
49 A70 F 10 8 meses positivo 150 02:01 NR
50 A71 F 22 10anos positivo 153 02:01 01:01
06:01 03:38
51 A72 64 10anos positivo 54 NR NR
52 A73 59 6anos positivo 19 NR NR

XXIV




