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RESUMO

De todos os genes ja relacionados com o desenvolvimento do Diabetes mellitus tipo 1 (DM1), a
maior contribuicdo vem da regido do genoma onde estdo localizados os genes do Antigeno
Leucocitario Humano (HLA), sobretudo os genes da classe 1l do HLA: DR e DQ. Especificas
combinacges de alelos DRB1, DQAL e DQB1 formando hapl6tipos, e ainda, a combinacdo de
mais de um haplétipo, formando gendtipos multilocus sdo associados com a susceptibilidade,
neutralidade e protecdo ao DM1. Dessa forma, o objetivo do estudo foi verificar a associagcdo dos
polimorfismos dos genes do complexo HLA classe Il com a susceptibilidade ao DM1, em
pacientes do Rio Grande do Norte. Foram estudados 92 individuos com DM1 e 100 individuos
normoglicémicos (NG), com idade entre 6 e 20 anos. O DNA gendmico foi obtido a partir do
sangue total periférico, coletado em tubo com EDTA, utilizando o kit de extracédo Illustra Triple
Prep®, GE Healthcare. Para a tipagem do HLA foi utilizado o sistema DNA LABType através de
kits One Lambda, que aplica a tecnologia Luminex® ao método de tipagem por PCR-SSO
reverso. Os alelos DRB1*03:01, *04:05, *04:01, *04:02; DQA1*03:01g, 05:01g; DQB1*02:01g,
*03:02; os haplétipos DRB1*03:01-DQA1*05:01-DQB1*02:01, DRB1*04:05-DQA1*03:01g-
DQB1*03:02, DRB1*04:02-DQA1*03:01g-DQB1*03:02, DRB1*04:01-DQA1*03:01g-
DQB1*03:02 e o genotipo heterozigoto, DR3-DQ2/DR4-DQ8 foram significativamente
associados com a chance de desenvolvimento do DM1. Ja os alelos DRB1*11:01, *15:03, *15:01,
*13:01; DQA1*01:02, *04:01g, *01:03; DQB1*06:02, *03:01g, *06:03, *04:02; os haplétipos
DRB1*11:01-DQA1*05:01-DQB1*03:01, DRB1*13:01-DQA1*01:03-DQB1*06:03 e 0 gendtipo
DRX-DQX/DRX-DQX, formado por outros haplotipos que ndo DR3-DQ2 ou DR4-DQ8, foram
significativamente associados a protegdo ao DM1. Apesar da grande miscigenacdo racial
brasileira, até em nivel regional, estes resultados sdo semelhantes a maioria dos alelos, hapl6tipos
e gendtipos de HLA classe Il relacionados a susceptibilidade ou protecdo ao DML,
extensivamente descritos na literatura para a populacdo caucasiana. Criancas com idade ao
diagndstico inferior a 5 anos de idade apresentaram significativamente maior frequéncia do
genotipo heterozigoto DR3-DQ2/DR4-DQ8, quando comparada as criangas com idade ao
diagnostico superior a 5 anos de idade. Esses resultados demonstram também forte envolvimento
do perfil genético da classe Il do HLA para esta faixa etdria, que estaria relacionada
possivelmente com a gravidade e a rapida progressao para o inicio do DM1. O conhecimento dos

genes HLA de classe Il pode ser util em triagens genéticas que possibilitem a predi¢cdo do DM1.

Palavras-chaves: Diabetes mellitus tipo 1. Antigeno Leucocitario Humano. HLA-DR e DQ.

Susceptibilidade genética.



ABSTRACT

Of all of the genes associated with the development of Diabetes mellitus type 1 (T1D), the
largest contribution comes from the genes in the Human Leukocyte Antigen (HLA) region,
mostly the class Il DR e DQ genes. Specific combinations of alleles DRB1, DQA1 and DQB1
constituting haplotypes, and further, a combination of more than one haplotype, providing
multilocus genotypes are associated with susceptibility, protection and neutrality to DML1.
Thus, the aim of present study was to verified the association of polymorphisms of HLA
genes class Il with susceptibility to type 1 diabetes mellitus (T1D). Ninety-two patients with
T1D and 100 individuals normoglycemics (NG) aged between 6 and 20 years were studied.
Genomic DNA was obtained from peripheral whole blood, collected in EDTA tube, using the
extraction kit Illustra Triple Prep®, GE Healthcare. For HLA typing was used DNA
LABType system by One Lambda kit applying Luminex® technology to the method of PCR-
SSO typing reverse. The alleles DRB1*03:01, *04:05, *04:01, *04:02, DQA1*03:01g,
*05:01g, DQB1*02:01g, *03:02, the haplotypes DRB1*03:01-DQA1*05:01-DQB1*02:01,
DRB1*04:05-DQA1*03:01g-DQB1*03:02, DRB1*04:02-DQA1*03:01g-DQB1*03:02,
DRB1*04:01-DQA1*03:01g-DQB1*03:02 and DR3-DQ2/DR4-DQ8 genotype were
significantly associated with the chance of developing T1D. The alleles DRB1*11:01, *15:03,
*15:01, *13:01, DQA1*01:02, *04:01g, *01:03, DQB1*06:02, *03:01g, *06:03, *04:02, the
haplotypes DRB1*11:01-DQA1*05:01-DQB1*03:01, DRB1*13:01-DQA1*01:03-DQB1*06:03
and DRX-DQX/DRX-DQX genotype, formed by other than the DR3-DQ2 or DR4-DQS8
haplotypes, were significantly associated with T1D protection Despite the major racial
Brazilian, even at the regional level, these results are similar to the majority of alleles,
genotypes and haplotypes of HLA class Il-related susceptibility or resistance to T1D,
extensively described in the literature for Caucasian population. Children with age at
diagnosis less than 5 years of age had significantly higher frequency of the heterozygous
genotype DR3-DQ2/DR4-DQ8 compared to children with age at diagnosis than 5 years old.
These results also demonstrate strong association of the genetic profile of the class Il HLA for
this age group, possibly associated with the severity and rapid progression to the onset of
T1D. The knowledge of HLA class Il genes may be useful in genetic screens that allow the
prediction of T1D.

Keywords: Type 1 diabetes. Human Leukocyte Antigen. HLA-DR and DQ. Genetic
susceptibility.
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1 INTRODUCAO

1.1 DIABETES MELLITUS (DM)

O Diabetes Mellitus (DM) tem sido considerado uma das grandes epidemias mundiais
do século 21, e um importante problema de salde publica, face aos indices de morbidade e
mortalidade relacionados a doenga, bem como aos custos envolvidos no seu controle e no
tratamento de suas complicacdes (NEVILLE; SIDAWY, 2012).

A Federacdo Internacional de Diabetes (International Diabetes Federation — IDF,
2011), que desde 0 ano de 2000 produz estimativas sobre a prevaléncia do DM em mais de
216 paises e/ou territorios de todo o mundo, estimou que em 2011, existiam 366 milhdes de
adultos diabéticos no mundo, com uma projecdo desse nimero alcancar 552 milhGes no ano
de 2030. A maioria dos individuos com DM vive em paises em desenvolvimento onde a
epidemia tem maior intensidade, com crescente proporcdo de pessoas afetadas em grupos
etarios mais jovens. Ainda segundo a IDF, as maiores prevaléncias estdo localizadas em
paises do Oriente Médio, norte da Africa, América do Norte, Caribe e paises banhados pelo
Oceano Pacifico ocidental (Malasia, Filipinas, China, Japdo, entre outros) (WHITING et al,
2011).

Nos Estados Unidos, a prevaléncia do DM em individuos com mais de 20 anos de
idade, de 1999 a 2004, foi estimada em 7,8%, sendo maior na populacdo feminina e nos
individuos com idade entre 40 e 59 anos (ONG et al., 2008). Em estudo recente realizado pelo
Centro de Controle e Prevencdo de Doencas (Centers for Disease Control and Prevention -
CDC, 2011), verificou-se a existéncia de 8 milhdes de individuos com DM nos Estados
Unidos, com uma prevaléncia de 8,3%, que aumenta para 26,9% para a faixa etaria acima de
65 anos (CDC, 2011).

No Brasil, dados recentes da pesquisa Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para
Doencas Cronicas por Inquérito Telefénico (VIGITEL, 2011) mostram que a prevaléncia do
DM esta crescendo. Em homens, o percentual subiu de 4,4%, em 2006, para 5,2%, em 2011.
Apesar do aumento, a prevaléncia de homens que informam ter a doenca continua sendo
inferior a das mulheres (6%). O levantamento, que coletou dados nas 26 capitais e no Distrito
Federal, revelou que 5,6% dos entrevistados (6.399.187 pessoas) declararam ter a doenca. A
capital com maior percentual de diabéticos foi Fortaleza (7,3%), seguido por Vitoria (7,1%) e

Porto Alegre (6,3%). Em Natal, 5,8% dos entrevistados declararam ter a doenga, percentual
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este proximo aos das capitais com 0s maiores percentuais. Os menores indices estdo em
Palmas (2,7%), Goiénia (4,1%) e Manaus (4,2%) (MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

A crescente prevaléncia do DM, tanto no Brasil como em todo mundo, estd associada
a fatores como envelhecimento da populacéo, a urbanizacao crescente e a adocao de estilo de
vida pouco saudavel como sedentarismo, dieta inadequada e obesidade, além do aumento da
sobrevida dos pacientes com DM (MINISTERIO DA SAUDE, 2011; SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DIABETES, 2009).

De acordo com a Associacdo Americana de Diabetes (American Diabetes Association
- ADA), o DM ¢é definido como um grupo de desordens metabodlicas caracterizada por
hiperglicemia crénica resultante de defeitos na secre¢do e/ou agdo da insulina. O DM é
classificado em quatro categorias clinicas: o0 DM tipo 1 (DM1), usualmente associado com
autoimunidade e deficiéncia absoluta de insulina. O DM tipo 2 (DM2), associado a
deficiéncia progressiva na secre¢cdo de insulina e a obesidade. O diabetes gestacional,
designado quando incide durante o periodo da gravidez. E outros tipos especificos de
diabetes, resultantes de defeitos genéticos nas células beta pancreéticas, no gene da insulina e
também devido a doencas do pancreas exdcrino (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION,
2013).

1.2 DIABETES MELLITUS TIPO 1 (DM1)

O diabetes tipo 1 (DM1) representa 5 a 10% dos casos de diabetes, sendo uma das
doengas crbnicas mais comuns em criancas e adolescentes (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2013), e acometendo de 10 a 20 milhdes de pessoas em todo o mundo
(BIROS; JORDAN; BAXTER, 2005). A tendéncia estimada para o aumento anual do DML,
em todo o mundo, tem variado em torno de 2,5 a 3%, desde 1970 (SAVAGE et al., 2010). A
previsdo, alarmante, € que a incidéncia na Europa dobrara em criangas com idade inferior a
cinco anos até 2020, (EURODIAB Study Group, 2009).

O projeto Diamond (Diabetes Mondiale), criado pela Organizagdo Mundial da Salde,
em 1990, para abordar as implicacbes do DM1 na saude publica por meio do estudo da
incidéncia do DM1 em criancgas, apontou, em um primeiro relatério, no ano 2000, um total de

43.013 casos de DM1 diagnosticados em uma populacdo de 84 milhdes de criancas de 0 e 14
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anos de idade, em 57 paises. Encontrando uma variacdo na incidéncia de mais de 100 vezes
em todo mundo, com a menor incidéncia (0,1/100.000 habitantes, por ano) observada em
populagdes da China e Ameérica do Sul (Venezuela e Peru) e a maior incidéncia (40,9/100.000
habitantes, por ano) relatada, principalmente, na Sardenha-Italia e Finlandia, assim como,
Escocia, Suécia, Noruega, Portugal, Reino Unido, Canada e Nova Zelandia (DIAMOND
Project Group, 2006).

Em relacdo ao Brasil, o niUmero de informagdes sobre a incidéncia do DM1 € escasso e
comumente direcionado a uma cidade ou regido especifica. Em Séo Paulo, Ferreira et al.
(1993), estudando 4 cidades do estado, encontraram uma incidéncia de 7,6/100.000
habitantes, no ano de 1993. Em S&o Paulo, também, Negrato et al. (2010) estudando a cidade
de Bauru, entre os anos de 1986 e 2006, encontraram uma incidéncia geral de 10,4 casos de
DM1/100.000 habitantes, variando de 2,82/100.000 habitantes em 1987 a 18,49/100.000
habitantes em 2002, representando, assim, um aumento de 6,56 vezes na incidéncia do DM1
nesta populagdo. Outro estudo em Londrina-PR (CAMPOS et al., 1998) relatou 12,7/100.00
habitantes. J& uma incidéncia de 12/100.000 habitantes/ano foi encontrada em Passo Fundo -
RS (LISBOA et al., 1998).

A incidéncia do DM1 também varia por faixa etaria. Em geral, a taxa de incidéncia
aumenta a partir do nascimento e apresenta picos entre as idades de 10 e 14 anos, durante a
puberdade. Apds a puberdade, a incidéncia apresenta um declinio e parece estabilizar na idade
adulta jovem (15-29 anos) (DABELEA et al., 2007; DIAMOND Project Group, 2006;
EURODIAB ACE Study Group, 2000).

Divergéncias na incidéncia do DM1, em relacdo ao sexo, tém sido reportadas por
alguns estudos. Um estudo de coorte, realizado durante um periodo de 25 anos na Finlandia,
demonstrou que o DM1 que se inicia na infancia (0-15 anos de idade) é geralmente
caracterizado pela relagéo 1:1 para o sexo feminino e masculino (HARJUTSALO; SJOBERG;
TUOMILEHTO, 2008). Ja o estudo em larga escala EURODIAB, que analisou a incidéncia
durante 15 anos em paises da Europa, revelou que ocorre uma maior predominancia para sexo
feminino, quando a incidéncia situa-se entre 5 e 9 anos de idade, j& quando a faixa etaria
aumenta para 10 a 14 anos ha uma predominancia do sexo masculino, principalmente em
paises da Europa com uma alta incidéncia (EURODIAB ACE Study Group, 2000)

O DM1 e uma doenga autoimune em que as células B pancreaticas produtoras de
insulina sdo seletivamente destruidas pelo sistema imune, resultando em uma completa
dependéncia de insulina exégena (REGNELL; LERNMARK, 2012). O processo destrutivo é

insidioso e pode evoluir durante varios anos, com a expressao evidente de sintomas clinicos
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aparecendo, somente, quando cerca de 80% das células beta pancreéticas ja foram destruidas
(SKYLER, 2010).

Os sintomas clinicos caracteristicos do DM1 sdo: polidria (glicosuria e diurese
osmotica), polidipsia (desidratacdo pela diurese osmotica), polifagia e emagrecimento (estado
catabdlico), podendo ou ndo evoluir para um quadro de cetoacidose (descompensacdo
metabdlica maxima). Esses sintomas sdo decorrentes da hiperglicemia subjacente, resultado
da ndo producdo da insulina (SHAHID et al., 2012).

A presenca de sinais e sintomas clinicos caracteristicos associada a glicemia
plasmética casual > 200 mg/dl, ou glicemia plasmatica de jejum > 126 mg/dl, ou, ainda, a
fracdo A1C da hemoglobina glicada > 6,5%, (pela metodologia de Cromatografia Liquida de
Alto Desempenho, High-performance Liquid Chromatography - HPLC), sdo os critérios
adotados para o diagnéstico do DM1. Marcadores de autoimunidade, como 0s autoanticorpos
anti-insulina (AAI), anti-ilhota (ICA), anti-descaboxilase do acido glutamico (GAD) e anti-
tirosina-fosfatase (1A2) também podem ser detectados no plasma. A dosagem do peptideo C,
um peptideo derivado da clivagem da pro-insulina e secretado em quantidades equimolares a
insulina na circulacdo pode ser utilizada para avaliacdo da secrecdo de insulina enddgena.
(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2013; SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DIABETES, 2009).

A etiologia do DM1 envolve fatores genéticos e ambientais que atuam conjuntamente
em favor do desenvolvimento da doenca e o resultado do processo patoldgico é dependente
desses multiplos fatores inter-relacionados (BENDING; ZACCONE; COOKE, 2012).

A contribuicdo de fatores ambientais para a etiologia do DM1 tem sido considerada
desde o final dos anos 1800, quando uma epidemia de caxumba em uma pequena aldeia da
Noruega foi associada a um surto de diabetes na infancia (YOON, 1990). E, adicionalmente,
pela constatacdo da ndo concordancia de 100% para desenvolvimento do DM1, entre gémeos
monozig6ticos (HYTTINEN et al, 2003). A partir dai, buscou-se a relacdo de numerosos
agentes virais e bacterianos, produtos alimentares, fatores antropométricos, neuronais e
hormonais, bem como a combinagéo entre eles, para o desenvolvimento da autoimunidade e o
aparecimento clinico do DM1 (TEDDY Study Group, 2011; REGNELL; LERNMARK,
2012).

Os principais virus associados a etiologia sdo 0s enterovirus e 0s rotavirus, 0s quais
possivelmente apresentariam um trofismo pancreatico e conduziriam a uma lise direta ou
imunomediada das células beta pancreaticas (COPPIETERS; BOETTLER; HERRATH,

2012) ou ainda, poderiam infectar o timo alterando o processo de sele¢do timica de linfocitos
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T (JAIDANE et al., 2012). Ja entre as bactérias destacam-se estudos envolvendo a flora
bacteriana intestinal, postulando-se a hipoOtese higiénica para esta associacdo, em que 0S
padroes modernos de higiene reduziriam a exposicdo a microrganismos, diminuindo a
imunidade protetora, levando ao aumento nas respostas autoimunes e alérgicas (FORLENZA;
REWERS, 2011; OKADA et al., 2010).

E entre os produtos alimentares, destacam-se os provenientes da alimenta¢do durante a
gestacdo, periodo neonatal e infancia, associando-se a diminui¢do da amamentacédo no peito, a
introducdo precoce de leite da vaca (VIRTANEN et al., 2012), a introducdo de alimentos
derivados da proteina de trigo (especificamente o gluten) (HUMMEL et al., 2002) e a
deficiéncia de vitaminas A e D na alimentacdo (ZIPITIS; AKOBENG, 2008), como sendo
fatores ambientais precipitantes do DM1, embora a literatura exiba resultados conflitantes.

Em relacdo aos fatores genéticos, 0 DM1 possui uma heranca poligénica e complexa.
Com o advento dos estudos de associagdo humana (Genome-Wide Association studies -
GWAs), aliada aos avangos tecnoldgicos de genotipagem e ao conhecimento do genoma
humano, foi possivel a realizacdo de analises estatisticamente robustas e sistematicas que
permitiram identificar mais de 50 genes relacionados com o desenvolvimento do DM1
(POCIOT et al., 2010). Esses genes estdo envolvidos, basicamente, em 3 categorias gerais de
atuacdo: fungdo imune (engloba a grande maioria dos genes), expressao da insulina e fungéo
da célula beta pancreatica (NOBLE; ERLICH, 2012).

De todos os mais de 50 genes ja relacionados com o desenvolvimento do DM1, a mais
forte contribuicdo genética vem da regido do genoma onde estdo localizados os genes do
Complexo Principal de Histocompatibilidade (do inglés, Major Histocompatinility Complex,
ou MHC), situado no cromossomo 6p21. O MHC é a regido mais importante no genoma dos
vertebrados no que diz respeito a infec¢do e autoimunidade. No homem, ele é chamado de
Antigeno Leucocitario Humano (do inglés, Human Leukocyte Antigen ou HLA), devido a sua
descoberta ter sido feita por meio de diferencas entre leucécitos de diferentes individuos, em
estudos de toleréncia a enxertos de tecidos (NOBLE; VALDES, 2011).

Os demais genes associados a susceptibilidade ao DM1 podem ser agrupados em
genes ndo-HLA, mas localizados na regido do HLA, e genes ndo-HLA localizados fora da
regido do HLA. Entre os genes ndo-HLA, localizados na regido do HLA, destacam-se o TNFA
e genes codificadores das proteinas do complemento C4A e C4B. Ja entre os genes ndo-HLA
localizados fora da regido do HLA, desde 1970, diversos genes tem sido significativamente
associados com o DM1 (POCIOT et al, 2010). Alguns desses genes e suas forcas de
associacdo sao destacados na figura 1.
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FIGURA 1 — Principais genes estatisticamente associados com a susceptibilidade ao DM1, desde os anos de
1970 a 2009 e suas respectivas forcas de associagdo (Odds Ratio) (POCIOT et al., 2010).

1.3 O ANTIGENO LEUCOCITARIO HUMANO (HLA) E DIABETES
MELLITUS TIPO (DM1)

O HLA constitui um conjunto de aproximadamente 200 genes que se localizam no
braco curto do cromossomo 6, estendendo-se por uma regido do DNA com mais de 4.000
kilobases Seus genes encontram-se fisicamente agrupados dentro de trés regibes distintas,
denominadas classe I, 11 e 11l (FIGURA 2) (NOBLE; VALDES, 2011). Os genes da classe |
(porcdo mais telomérica) codificam as moléculas classicas HLA-A, HLA-B e HLA-C,
envolvidas com a resposta imune e por moléculas ndo-classicas HLA-E, HLA-F, HLA-G,
encontradas em tecidos fetais e relacionados com a tolerancia materno-fetal. A classe I, ainda
contém um grupo de pseudogenes, 0s quais ndo codificam proteinas funcionais (ALVES et
al., 2007)

Os genes da classe Il (localizada proxima ao centrébmero) codificam as moléculas
classicas HLA-DP, DQ e DR, envolvidas com a resposta imune e as moléculas ndo-classicas
DM e DO relacionadas com biossintese das moléculas classicas da classe Il (GUCE et al.,
2013).
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Os genes de classe 111, embora localizados entre genes de classe | e 11, ndo codificam
moléculas classicas de HLA, mas sim outras moléculas de relevancia imunoldgica (TNFs,
complemento C4 e C2 e proteina do choque térmico — Hsp 70) (NOBLE; ERLICH, 2012).
Uma representacdo esquematica da regido HLA, incluindo os genes relacionados a etiologia

do DM1 é mostrada na Figura 2A.
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FIGURA 2 — (A) Representacdo esquematica da localizagdo de genes da regido do HLA no cromossomo 6. (B)
Composig¢do estrutural das moléculas de superficie codificadas pelos genes HLA classe | e Il. A ligagdo do
peptideo a fenda de ligagdo € formada pelos dominios a1 e B1 na classe Il e dominios al e a2 na classe 1. (Fonte:
Adaptado de KELLY et al., 2003 e MEHRA; KAUR et al, 2003).

As moléculas de superficie codificadas pelos genes HLA classe | e 1l sdo
estruturalmente distintas, mas homologas. Elas sdo heterodimeros constituidos por 2 cadeias
polipeptidicas ligadas de forma ndo covalente, que se estendem entre por¢cGes membranares,
citoplasmaticas e extracelulares, dando origem a uma fenda, ou sulco extracelular onde ocorre
a ligacdo de peptideos antigénicos que serdo, em seguida, apresentados aos linfocitos T CD4+
e T CD8+. Os linfocitos T CD4+ e T CD8+ sdo células do sistema imune responsaveis pela
manutencdo da tolerancia ao préprio e pela inducdo e regulacdo de respostas imunes
adaptativas a patdégenos (BEGOVICH et al., 2001). Eles possuem receptores especificos em
sua superficie que reconhecem o complexo formado pelo peptideo ligado a molécula de HLA.
(EISENBARTH, 2010).

As moléculas da classe | sdo formadas por uma cadeia o contendo trés dominios (al,

a2 e o3) e uma subunidade ndo codificada pelo HLA, chamada de [2-microglobulina
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(FIGURA 2B). S&o expressas na superficie de quase todas as células nucleadas do organismo,
bem como nas plaquetas. Sua principal funcdo é apresentar em sua superficie antigenos de
origem enddgena aos linfécitos T CD8+ citotdxicos. Ja as moléculas de classe 1l sdao formadas
por 2 cadeias designadas como o e¢ B (FIGURA 2B), e sdo expressas nas superficies de
células endoteliais no timo e em células apresentadoras de antigenos (linfocitos B,
macrofagos, células dendriticas e algumas células endoteliais) (JONES et al, 2006).

O HLA é considerado a regido mais polimorfica observada no genoma humano
(CAMPBELL; TROWSDALE, 1993), isto é, apresenta uma grande variabilidade em sua
sequéncia de bases no DNA com frequéncia superior a 1% na populacdo (SCHAFER,;
HAWKINS, 1998). Grande parte dos polimorfismos esta localizada nas regides codificadoras
dos dominios responsaveis pela formacgéo da fenda de ligacdo (dominios a1l e B1, na classe Il
e dominios al e a2, na classe I). Até janeiro de 2013, 8.794 variantes (alelos) tinham sido
relatadas pelo banco de dados de HLA do Instituto de Bioinformatica Europeu (EMBL-
EBI/IMGT-HLA). Os HLA cléssicos sdo mostrados na tabela 1.

TABELA 1 - Polimorfismos presentes nos loci classicos do HLA

Locus Ndmero de alelos

A 2132
B 2798
C 1672
DRA 7
DRB 1297
DRB1 1196
DRB2 1
DRB3 58
DRB4 15
DRB5 20
DRB6 3
DRB7 2
DRB8 1
DRB9 1
DQAl 49
DQB1 179
DPA1l 36
DPB1 158
Total 9625

Fonte: http://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/stats.html

Dado o grande numero de polimorfismos, a manutencdo de uma nomenclatura
consistente dos alelos do HLA tem sido um desafio. Sucintamente, o sistema de nomenclatura
inclui 0 nome do locus, adicionado dos nomes das cadeias a ou B, identificados com as letras

A ou B respectivamente, e seguido por um asterisco e uma designacdo numérica para o alelo,
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com no minimo 4 digitos (ex. DRB1*04:01). Para a maioria dos loci, os 2 primeiros digitos
referem-se a especificidade soroldgica de um alelo particular (ex. DRB1*04:01 reage com 0
anti-soro DR4). O terceiro e o quarto digitos, que séo separados dos 2 primeiros pelo sinal de
dois-pontos, representam os subtipos dentro da mesma linhagem, sendo os numeros dados de
acordo com a ordem de descoberta. Alelos que apresentam diferengas nos 4 primeiros digitos
apresentam uma ou mais substituicdes nucleotidicas ndo-sindnimas (diferindo por
aminoéacidos). Quinto e sextos digitos sdo utilizados para designar substituicdes nucleotidicas
sinénimas (MARSH et al., 2010).

Os polimorfismos presentes na classe Il do HLA, principalmente no HLA-DQ e HLA-
DR, sdo reconhecidamente os maiores determinantes genéticos na etiologia do DM1 (TODD,
2010). Um mapeamento fino de 8Mb do HLA, realizados por um GWA confirmou que a
maior susceptibilidade ou resisténcia ao DM1, de fato reside sobre a classe Il do HLA
(HOWSON et al, 2009; NEJENTSEV et al., 2007). Sendo que para 0 HLA-DR, a cadeia a é
essencialmente monomorfica e todos os polimorfismos derivam dos dominios f1 ou DRBLI.
Ja no HLA-DQ, ambas os dominios al (DQAIl) e Bl (DQB1) exibem polimorfismos
(TOLLEFSEN et al, 2012).

Outra importante caracteristica do HLA é a existéncia de desequilibrios de ligacdo
(DL) entre os genes, isto €, a ocorréncia de algumas combinac@es de alelos, de localiza¢bes
adjacentes (loci) no mesmo cromossomo, mais ou menos frequente do que seria esperado a
partir de uma formacdo aleatdria de alelos com base em suas frequéncias. A combinacdo de
alelos de um ou mais loci no mesmo cromossomo constitui um haplétipo (THE
INTERNATIONAL HAPMAP CONSORTIUM, 2003).

No HLA, a taxa de recombinacdo de alelos, com algumas exce¢des, € muito pequena,
0 que resulta em uma transmissibilidade em bloco de uma geracdo para outra, promovendo a
formacdo de haplétipos com caracteristicas ancestrais, ou recombinacdes destes, o que
implica em grandes regides do cromossomo extremamente conservadas e passiveis de serem
utilizadas como marcadores eficientes no estudo da predisposicdo dos genes HLA para
doengas complexas (BLOMHOFF et al., 2006).

Para 0 DML, especificas combinacbes de alelos DRB1, DQAl e DQB1 tem
determinado a formacdo de haplétipos relacionados com a susceptibilidade, neutralidade e
protecdo. Inumeros haplotipos ja foram identificados e uma hierarquia estatisticamente
significativa da susceptibilidade ao DM1 tem sido estabelecida (ERLICH et al., 2008;
NOBLE; VALDES, 2011). Os haplo6tipos mais relacionados com a susceptibilidade e
protecdo, em populagdes caucasianas, sao apresentados na tabela 2.
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TABELA 2 - Principais haplétipos relacionados com a susceptibilidade e protecdo ao DML,

em populagdes caucasianas

Relacéo Haplotipos
DRB1*03:01-DQA1*05:01-DQB1*02:01
DRB1*04:01-DQA1*03:01-DQB1*03:02

Susceptibilidade DRB1*04:02-DQA1*03:01-DQB1*03:02
DRB1*04:04-DQA1*03:01-DQB1*03:02
DRB1*04:05-DQA1*03:01-DQB1*03:02
DRB1*08:01-DQB1*04:01-DQB1*04:02
DRB1*07:01-DQA1*02:01-DQB1*03:03
DRB1*14:01-DQA1*01:01-DQB1*05:03
DRB1*15:01-DQA1*01:02-DQB1*06:02

Fonte: Adaptado de ERLICH et al., 2008.

Protecdo

Vem-se evidenciando, ainda, que os riscos genéticos associados ao HLA ndo séo
simplesmente a soma ou produto de um Unico hapl6tipo, mas sim, resultado de um efeito
sinérgico proporcionado pela combinacdo de mais de um haplétipo de susceptibilidade,
particularmente a combinacdo de dois haplétipos diferentes constituindo o gendtipo
multilocus heterozigoto (cromossomo materno e paterno). Postula-se que 0s genotipos
heterozigotos se organizam em estruturas de transdimeros, formados pela unido da cadeia a
do HLA-DQA1*05:01 (HLA-DQ2) € a cadeia B do HLA- DQB1*03:02 (HLA -DQ8), ou pela
cadeia a do HLA-DQA1*03:01 (HLA-DQ8) ¢ a cadeia p do HLA-DQB1*02:01 (HLA-DQ2).
A presenca desses transdimeros promoveria a apresentacdo de uma diversidade de
autoantigenos e a inducdo de um repertério mais amplo de células T CD4+ autoreativas,
responsaveis por desencadear respostas imunes que conduzem a destruicdo das células beta-
pancredticas (FIGURA 3) (VAN LUMMEL et al., 2012).
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FIGURA 3 — Conceito proposto para a associacdo do gendétipo heterozigoto de alta susceptibilidade do HLA-
DQ2/8 ou DR3-DQ2/DR4-DQ8 e o desenvolvimento do DM1 (Fonte: Adaptado de VAN LUMMEL et al.,
2012).

A andlise da estrutura cristalina do HLA, em especial, das areas da fenda na molécula
do HLA onde ocorre a interacdo com o peptideo antigénico, ou regides ancoras de peptideos
(pois suas interacdes estabilizam a ligacdo do complexo peptideo-HLA), enumeradas de P1 a
P9, demonstram que moléculas HLA-DQP codificadas pelos alelos DQB1*03:02 e
DQB1*02:01, presentes nos genotipos heterozigotos DQ2/8 ou DR3-DQ2/DR4-DQ8, contém
0 aminodcido alanina na posicdo 57, engquanto as codificadas pelos alelos DRB1*01:01,
DQB1*03:01 e DQB1*06:02 — ndo associados a doenca ou protetores — contém &cido
aspartico. Quando DQp é Ala-57, a bolsa P9 tem carga positiva devido a auséncia de um
residuo carregado negativamente, podendo ligar longas cadeias laterais de peptideos
antigénicos. Ja as cadeias DQ Asp-57, por serem carregadas negativamente, interagem com
o residuo de arginina (carregado positivamente) da cadeia DQa através de uma ponte de sal,

tornando a bolsa P9 eletrostaticamente neutra (FIGURA 4) (JONES et al., 2006).
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FIGURA 4 - Interacdo fenda de ligacdo do HLA e peptideos. (a) Estrutura cristalina da cadeia a do complexo
HLA-DQ 8 (DQA1*0301-DQB1*0302) ligada ao peptideo da insulina humana. (b) Estrutura da bolsa P9 de
individuos que apresentam o alelo DQB1*0302 (associado a doenga), mostrando um residuo de alanina na
posi¢do B57. (c) Estrutura da bolsa P9 de individuos que apresentam o alelo DRB1*0101 (ndo associado a
doenga), mostrando a ponte de sal formada entre o residuo de acido aspartico na posi¢ao P57 e a arginina da
posicdo a76. (d) Molécula de HLA de classe II expressa em camundongos NOD ligadas ao peptideo GAD (&cido
glutdmico descaboxilase) através de pontes entre o residuo de serina e B57 e arginina a76. (Fonte: Adaptado de
LEE; WUCHERPFENNIG; WILEY, 2001)

Dos diversos autoantigenos ilhotas-especificos existentes: insulina ou proinsulina,
acido glutamico descaboxilase (GAD), proteina tipo tirosina-fosfatase (Al2), subunidade
catalitica da proteina ilhota especifica glicose 6-fosfato (IGRP), transportador de zinco
(ZnT8), a insulina/proinsulina tem sido descrita como um fator chave no processo autoimune
do DM1 em humanos e modelos animais (MOHAN; PETZOLD; UNANUE, 2011).
Importantes regibes da insulina (epitopos) tém sido caracterizadas nos humanos e
relacionadas a ativacdo de células T autoreativas, principalmente considerando o0s
mecanismos centrais de tolerancia (KENT et al., 2005).

No timo, principal 6rgdo da tolerdncia central, os antigenos periféricos, como a
insulina, séo ectopicamente produzidos por um subconjunto de células epiteliais timicas, com
a finalidade de conferir autotolerdnca imunologica no inicio da vida, por meio da selecdo
negativa de linfécitos T que reconhecem os autoantigenos em alta afinidade. Quando essa
expressao timica de autoantigenos falha ocorre um escape de linfocitos T autoreativos para
periferia, devido a auséncia de selecdo negativa e/ou falha na selecéo positiva de linfocitos T

regulatérios (CULINA; BREZAR; MALLONE, 2013).
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Além da tolerancia central, estudos demonstram que falhas na tolerancia periférica, a
qual é responsavel pela a inativacdo funcional (anergia), a supressdo imune por linfocitos T
reguladores e a delecdo (morte celular induzida por ativacao) dos linfocitos T maduros que
reconhecem autoantigenos na periferia, estdo também relacionadas com a autoimunidade do
DML1. Os linfécitos T autoreativos, provenientes do escape da tolerancia central no timo, ao
migrarem para os linfonodos pancredticos sdo apresentados pelas moléculas de HLA das
células dendriticas, a um amplo repertorio de autoantigenos, que devido a falhas na tolerancia
periférica (causadas por mecanismos de mimetismo molecular, disseminacdo de epitopos,
ativagdo de células proximas, deficiéncia da fungdo ou do nimero de linfocitos T reguladores,
principalmente relacionados a infeccGes virais) (LEHUEN et al., 2010), promovem a ativacao
e expansdo clonal desses linfocitos T autoreativos, que subsequente migram para as ilhotas
pancreaticas e medeiam a destruicdo da célula beta pancreatica (JEKER; BOUR-JORDAN,;
BLUESTONE, 2012).

Uma vez dentro das ilhotas pancreéticas, os linfdcitos T autoreativos CD4+ ativados
podem dar origem a diferentes subconjuntos de linfdcitos T efetores, sendo Thl, Th2 e Th1l7,
0s mais bem caracterizados. Eles sdo responsaveis pelo estimulo na producdo de citocinas
pré-inflamatérias como INF-y, IL-2, TNF-a, IL-1pB, IL-17, IL-4 e outras, as quais, em especial
0 INF-y (Th1), estimulam a apresentacdo de autoantigenos pelo HLA de classe I, ativando,
por sua vez, linfocitos T autoreativos CD8+. Estes linfocitos promovem a destruicdo das
células betas pancreaticas via citolise, pela liberacdo de perforinas e granzimas e,
adicionalmente, pela inducédo da apoptose celular (FIGURA 5) (VAN BELLE; COPPIETER,;
HERRATH, 2011). Espécies reativas de oxigénio (ROS) produzidas por macréfagos e células
Natural Killer (NK) também estdo envolvidas no processo destrutivo da célula da beta
pancreatica (BENDING; ZACCONE; COOKE, 2012).
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FIGURA 5 — Perfil recidivo-remitente da patogénese do DM1. Linha laranja: representacdo da massa celular

beta pancredtica em fungdo do tempo. Colunas em ordem alfabética (A-F) no topo: demonstram as fases
imunoldgicas envolvidas. Separadores numéricos a direita (1-3): indicam os locais anatdmicos. (Fonte: Adaptado

de VAN BELLE; COPPIETER; HERRATH I, 2011).

Os linfécitos TCD4+ efetores também estimulam a diferenciagdo de linfocitos B em
plasmdcitos, que sdo responsaveis pela producdo de autoanticorpos contra 0s autoantigenos, e
atuam auxiliando no processo de destruicdo da célula beta pancreatica. A deteccdo destes
anticorpos na periferia representa o principal sinal clinico de uma resposta autoimune em
curso (CNOP et al.,, 2005; FERNANDES et al., 2005, GORODEZKY et al., 2006;
WILLCOX et al., 2009).

A progressiva infiltracdo de células do sistema imune nas ilhotas pancreéticas,
processo denominado de insulite, pode também estimular a proliferacdo das células beta
pancreaticas. Além disso, a atividade de linfocitos T regulatorios pode, temporariamente, se
sobrepor a resposta T efetora. A alternancia entre periodos de resposta autoimune destrutiva e

periodos de proliferacdo da massa beta celular caracteriza o perfil continuo recidivo-remitente
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do periodo que antecede a instalagdo do DM1. Mas, ao final, as respostas autoimunes
destrutivas tornam-se o principal processo atuante e 0 DM1, ent&o se instala. Nesse momento,
apenas 10-30% das células beta pancreaticas permanecem funcionais, o que resulta na ndo
producdo eficiente de insulina, levando ao quadro de hiperglicemia crénica caracteristica do
DM1 (FIGURA 5) (VAN BELLE; COPPIETER; HERRATH, 2011).

Considerando a forte contribuicdo genética dos genes do HLA na susceptibilidade ao
DML, e que alteracdes genéticas especificas, principalmente nos genes HLA de classe 11 DR e
DQ, estdo relacionadas a um aumento na chance de desenvolver o DM1 em criangas e
adolescentes, o estudo teve como objetivo principal verificar a associacdo de polimorfismos
nos genes do complexo HLA classe Il com a susceptibilidade ao DM1 em criangas e
adolescentes atendidos no Hospital de Pediatria Prof. Heriberto Bezerra de Natal-RN.

Este estudo contribuird com dados importantes para o estado e regido nordeste do
Brasil, uma vez que ndo h relatos na literatura cientifica relacionando os polimorfismos no
gene do HLA com o diabetes em pacientes do Rio Grande do Norte. O conhecimento dos
genes HLA de classe Il podera ser util em triagens genéticas que possibilitem a predicdo do
DML, e ainda, no desenvolvimento de estratégias terapéuticas que visem silenciar o ataque
diabetogénico nos estagios iniciais de destruicdo das células beta pancreaticas, promovendo
um tratamento mais eficaz do DM1, bem como, na prevencdo da exposicdo a gatilhos

ambientes nos individuos com marcadores genéticos de risco identificados.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar a associacdo dos genes do complexo HLA classe Il com susceptibilidade ao
DM1.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar o grupo de criancas e adolescentes com DM1 quanto a idade ao
diagnostico e tempo de diagndstico;

e Analisar a distribuicdo de criancas e adolescentes com DM1 e dos individuos
normoglicémicos quanto a classificacdo socioecondmica e naturalidade;

e Avaliar parametros do controle glicémico de criancas e adolescentes com DM1,
comparando-o0s com individuos normoglicémicos;

o ldentificar alelos, hapldtipos e gendtipos da classe 11 do HLA em uma amostra da
populacdo norteriograndense de criancas e adolescentes com DM1 e individuos
normoglicémicos;

e Determinar as frequéncias alélicas, haplotipicas e genotipicas dos genes HLA de
classe Il, DR e DQ, em criancas e adolescentes com DM1 e compara-las com as
frequéncias observadas no grupo normoglicémico;

e Auvaliar o grau de associacdo destes alelos, hapl6tipos e genétipos da classe Il do HLA
com a chance de desenvolvimento do DM1;

e Associar a idade ao diagnostico de criancas e adolescentes com DM1 com o0s

haplotipos dos genes HLA de classe Il, DR e DQ.



27

3 MATERIAL E METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO

Estudo caso-controle, ndo-pareado, visando comparar os genes do HLA classe Il em
criangas e adolescentes com DM1 e normoglicémicos (NG). Todos os individuos foram

convidados a participar do estudo de forma aleatdria.

3.2 ASPECTOS ETICOS E FINANCIAMENTO

O presente projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital ~Universitario Onofre Lopes (HUOL/UFRN), obedecendo as diretrizes
regulamentadas da pesquisa envolvendo seres humanos, que constam na Resolucdo do
Conselho Nacional de Saude (CNS) n° 196/96. A pesquisa foi aprovada sob o parecer
consubstanciado de nimero 307/2009 (ANEXO 1).

Para que fosse possivel a realizacdo desse estudo dentro da estrutura do Hospital de
Pediatria Prof. Heriberto Bezerra da UFRN (HOSPED), o estudo foi avaliado e aprovado pela
direcdo do Hospital e pela Comissdo de Pesquisa sendo cadastrado sob o0s pareceres
consubstanciados de nimeros 55/2009 e 09/2012 (ANEXOS 2 e 3).

Os individuos selecionados e seus responsaveis foram informados sobre o protocolo
de estudo, e somente participaram aqueles que assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (Apéndice A).

O presente trabalho recebeu financiamento através do Edital CNPg 16/2008
Casadinho, Processo 620099/2008-9, o qual recebeu prorrogacao até 2011.

3.3 CASUISTICA
3.3.1 Grupo Diabético (DM1)
Foram estudados 92 pacientes diabéticos de ambos o0s sexos, com idade entre 6 e 20

anos, atendidos no Ambulatorio de Endocrinologia do Hospital de Pediatria Prof. Heriberto
Ferreira Bezerra (HOSPED)/CCS/Universidade Federal do Rio Grande do Norte. A grande
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maioria dos pacientes era natural da regido metropolitana do Rio Grande do Norte, a qual
abrange Natal e cidades ao entorno (FIGURA 7). Os pacientes foram triados pelo Dr. Ricardo
Fernando Arrais, médico responsavel pelo Ambulatorio e colaborador do presente projeto, de
acordo com os critérios de incluséo e exclusdo, abaixo discriminados:
Critérios de Inclus&o:
e Individuos, de ambos o0s sexos, com idade entre 6 a 20 anos;
e Diagndstico clinico de DM1.

Critérios de Exclusao:

e Etilistas;
e Fumantes;
e Gravidas;

e Portadores de desordens dsseas congénitas e/ou hereditérias;
e Individuos que apresentaram doenca inflamatoria ou infecgdes;
e Que ndo colaboraram devidamente com os pesquisadores.
Todos os pacientes responderam aos questionamentos da ficha de cadastro dos
pacientes (Apéndice B), onde se investigou dados da historia familiar em relacdo aos

antecedentes patologicos e habitos saudaveis de vida.

3.3.2 Grupo Normoglicémico (NG)

Foram selecionados 100 individuos normoglicémicos com idade entre 6 e 20 anos
como grupo controle. Estes individuos foram aleatoriamente selecionados em escolas da rede
publica de ensino da cidade de Natal/RN. Todos os individuos normoglicémicos também
foram submetidos a uma triagem pelos pesquisadores, sendo a glicemia de jejum < 99 mg/dL
e hemoglobina glicada > 5,7%, os parametros de inclusdo destes individuos (AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2013). Foram excluidos no decorrer do estudo individuos que
ndo obdeceram os critérios de exclusdo acima mencionados para o grupo DM1. Todos
individuos do grupo NG também responderam aos questionamentos da ficha de cadastro dos
pacientes (Apéndice B).
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3.4 AMOSTRAS BIOLOGICAS

Foram coletados 15mL de sangue, apos jejum de no minimo 12 horas, de todos 0s
participantes para a realizacdo da extracdo de DNA gendmico e para a determinagdo de
pardmetros bioquimicos do perfil glicémico (glicemia de jejum e hemoglobina glicada). O
sangue foi fracionado em 2 aliquotas, sendo uma coletada sem anticoagulante (determinacao
da glicose sérica), e a outra coletada em um tubo contendo EDTA (extracdo de DNA

genémico e hemoglobina glicada).

3.5 DETERMINACAO DE PARAMETROS LABORATORIAIS

As concentracdes seéricas dos parametros bioquimicos do perfil glicémico foram
determinadas utilizando kits LABTEST, (Lagoa Santa, Brasil) de acordo com a metodologia
descrita pelos fabricantes. As leituras foram efetuadas no LABMAX PLENNO (Labtest,
Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil) no Laboratorio de Analises Toxicoldgicas e Clinicas —
LIATEC / Natal / RN.

3.6 EXTRACAO DO DNA GENOMICO

O DNA genbmico foi obtido a partir de células mononucleares de sangue periférico,
previamente isoladas por gradiente descontinuo de Ficoll-Hipaque (Sigma-Aldrich, MO,
EUA) densidade especifica de 1,070g/mL, a temperatura ambiente. Ficoll-Hipaque consiste
em uma mistura de polissacarideos de alta densidade que se dissolvem prontamente em
solucdo aquosa, e sdo capazes de promover a separacdo de diferentes componentes celulares
sanguineos com base em suas densidades.

Em um tubo de polipropileno de 15mL foram adicionados 5mL de sangue (aliquota
coletada com EDTA), que foram centrifugados por 10min a 1500rpm a temperatura ambiente.
O plasma isolado foi retirado e o volume inicial do tubo foi completado com solugdo de
tampao salina fosfato (PBS). Em um novo tubo de polipropileno de 15mL foram adicionados
2,5mL de Ficoll-Hipaque e, em seguida, foram adicionados vagarosamente sobre a fase de
Ficoll, 5SmL de sangue + PBS. Apds uma centrifugacdo de 1350rpm durante 30 min, ocorreu a
separacdo de 4 camadas, distribuidas da seguinte forma: na fase superior ficou o plasma e
seus constituintes soluveis, na interface as células mononucleares, em seguida o Ficoll e no

fundo do tubo sedimentaram-se os eritrocitos e granulocitos.
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Depois de isolada, a camada contendo as células mononucleares sofreu uma lavagem
com PBS seguida de uma centrifugacdo a 11000g por 1mim, para possibilitar a formacao do
pellet de mononucleares, o qual foi destinado a extracdo do DNA utilizando o kit Illustra
Triple Prep® (GE Healthcare, Little Chalfont, Buckinghamshire, Reino Unido). O principio
basico da extracdo por Kit consiste na lise celular dos leucdcitos, promovida pelo tampéo de
lise, seguida da exposicdo das moléculas de DNA e a ligacdo destas a membrana de silica
presente nas colunas providenciadas pelo kit. Em seguida, sucessivas lavagens, com tampdes
de lavagens, sdo realizadas para remocao de contaminantes da membrana, e ao final, ocorre a
eluicdo do DNA da membrana, pelo tampdo de eluicdo. Em média, sdo extraidos de 8-12ug
de DNA gendmico/milhdo de células. O material obtido deve ser entdo, armazenado no
freezer - 20°C até a sua anélise.

A integridade das amostras de DNA foi avaliada por separacdo eletroforética em gel
de agarose a 0,8% em tampdo TBE pH 8,0, corado com gel Red e fotodocumentadas em
sistema de captura de imagem Gel Logic 100 Imaging System (Carestream Health Inc.,
Rochester, NY, EUA) utilizando o software Molecular Imaging (KODAK, Rochester, NY,
EUA). A quantificacdo de DNA foi realizada por espectrofotometria a 260nm, e a pureza do
DNA determinada pela relacdo Azso/Azgo em espectrofotdmetro ND-1000 (NANODROP
technologies Inc, Wilmington, DE, EUA). DNA extraido deve estar na concentracdo padrdo
de 20ng/uL e deve ter parametros de pureza entre 1,7-1,9, obtidos da relacdo Ajso/Azso.
(SAMBROOK; RUSSEL, 2001).

3.7 GENOTIPAGEM DOS GENES DA CLASSE II DO HLA

Para a tipagem do HLA foi utilizado o sistema de tipagem DNA LABType® através
de kits One Lambda (Canoga Park, EUA), que aplica a tecnologia Luminex ao método de
tipagem por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) - Sequence-Specific Oligoucleotide
(SSO) reverso, utilizando o sistema Luminex® modelo 100™ IS (Austin, EUA). A
genotipagem do HLA foi realizada em colaboragdo com o Prof. Tit. Eduardo Antonio Donadi
da USP/Ribeirdo Preto, no Laboratério de HLA da Fundagdo Hemocentro de Ribeirdo Preto-
SP.

A técnica de PCR-SSO consiste na amplificacdo do DNA alvo utilizando um iniciador
(primer) biotinilado, desenhado para amplificar o éxon 2 da regido do HLA, o qual codifica os
dominios responsaveis pela formagao da fenda de ligagdo com o peptidio (al para a cadeia a

e Bl para a cadeia ) (FIGURA 2B). Em uma placa de 96 pocos séo adicionados 1puL de DNA
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e 9 ul do mix contendo dNTP’s, iniciadores biotinilados e a enzima Taq Polimerase. Em
seguida, a placa é levada ao termociclador e iniciam-se os ciclos de desnaturagdo,

hibridizacdo e extensao para a formacédo dos produtos de PCR biotinilados (TABELA 3).

TABELA 3 — Programa de PCR LABtype® SSO

Temperatura e tempo

Passos de incubacio Numero de Ciclos
Passo 1 96°C 03min 1
96°C 20seg
Passo 2 60°C 20seg 5
72°C 20seg
96°C 20seg
Passo 3 60°C 15seg 30
72°C 20seg
Passo 4 72°C 10seg 1
Passo 5 4°C Até a retirada 1

Os produtos de PCR sao, entdo, desnaturados para permitir a hibridizacdo de sondas
complementares conjugadas com microesferas (ou beads), nas fitas simples de DNA
biotiniladas. Cada bead é marcada com uma determinada fluorescéncia e possui uma sonda de
oligonucleotideo correspondente a um alelo HLA ou a um grupo de alelos HLA. Realiza-se,
ainda, o processo de neutralizacdo com a finalidade de inibir a reconversdo em DNA fita
dupla, evitando um excesso de produtos de PCR né&o ligados.

Ao final, adiciona-se uma solucdo de Estreptavidina conjugada ao fluorocromo
Ficoeritrina (SAPE), que permite a deteccdo de produtos de PCR hibridizados com as beads,
uma vez que a estreptavidina apresenta afinidade pela biotina presente nos produtos de PCR e
promove a emissao de fluorescéncia pela ficoeritrina excitada. O citdmetro de fluxo LABScan
100 (Analisador Luminex®) reconhece as fluorescéncias emitidas pela beads e pela
Ficoeritrina ligadas as sondas. Os dados gerados pelo aparelho sdo transmitidos ao software

HLA Fusion 2.0 para a determinacao da tipagem do HLA.

3.8 ANALISES ESTATISTICAS

3.8.1 Analise estatistica do HLA

3.8.1.1 Frequéncias alélicas
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A frequéncia alélica é a frequéncia de um alelo particular em uma populacéo e pode
ser estimada contando o nimero de vezes que cada alelo é encontrado, dividindo-se pelo
numero total de alelos da amostra. A determinacgéo da frequéncia alélica reflete a constituicao
genética da populacdo, em relacdo aos alelos, que sdo transmitidos a cada geracdo, uma vez
que novos gendtipos sdo formados a partir da combinacdo dos alelos transmitidos pelos
gametas dos genitores (NEI, 1987).

Dessa forma, as frequéncias alélicas foram obtidas por contagem direta dos alelos
através da formula: X(%) = n/2N (onde X = frequéncia relativa do alelo em porcentagem, n =
frequéncia absoluta do alelo e N = nimero total de individuos).

Embora a maioria dos alelos da classe Il sejam diferenciados entre si pela
genotipagem do éxon 2, existem alelos que apresentam-se idénticos no éxon 2 mas diferem
em outras regides da sequéncia de DNA, como no éxon 3. Para esses casos, em especial 0s
alelos DQB1 e DQAL, adotou-se a nomenclatura baseada somente nos polimorfismos
presentes no éxon 2, conforme sugerido por Cano et al. (2007) (TABELA 4).

TABELA 4 — Nomenclatura dos alelos HLA-DQB1 e -DQA1 baseadas nos polimorfismos

do éxon 2

Designacdo Grupos alélicos
DQA1*01:01g DQA1*01:01, *01:04, *01:05
DQA1*03:01g DQA1*03:01, *03:02, *03:03
DQA1*04:01g DQA1*04:01, *04:02, *04:03, *04:04
DQA1*05:01g DQA1*05:01, *05:03, *05:05, *05:09
DQB1*03:01g DQB1*03:01, *03:19
DQB1*02:01g DQB1*02:01, *02:02

Fonte: CANO et al., 2007.

3.8.1.2 Anélise do equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW)

O principio do Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) afirma que em uma populacao
grande, que se reproduz ao acaso, onde ndo ha fatores perturbadores como mutagdo, selecéo
ou migracdo, e em que todos os individuos sdo igualmente férteis e vidveis, tanto as
frequéncias alélicas como as frequéncias genotipicas se mantém constantes de geracdo para
geracdo (HARDY; WEINBERG, 1908).
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Para averiguar se a populagdo de estudo obedece a esse principio realizou-se a anélise
do EHW utilizando o software ARLEQUIN (v.3.5.1.2). Este € um programa de analise
estatistica utilizado em genética de populagdes, que oferece calculos e estimativas de varios
parametros genéticos possibilitando seu uso em estudos intra ou interpopulacional partindo de
dados genotipicos ou haplotipicos (EXCOFFIER et al., 2005). Neste software, o0 EHW ¢
testado utilizando a metodologia descrita por Guo e Thompson (1992). Foram considerados
desvios significativos no EWH, quando se detectou um valor de 5% de desvio em pelo menos

um dos locus estudados, representado pelo p < 0,05 (AHPD project report, 2012).

3.8.1.3 Desequilibrio de Ligagdo (DL)

O célculo do desequilibrio de ligacdo entre todos os pares de loci estudados (DRBL,
DQAL e DQB1) foi realizado pelo programa Arlequin v. 3.5.1.3. O célculo baseia-se em uma
razdo de probabilidades, em que a probabilidade da ndo associacdo entre os loci (equilibrio de
ligacdo) é comparada com a probabilidade quando a associacdo entre os loci é permitida, o
objetivo, é avaliar se a segregacdo dos alelos ocorre de maneira independente ou se ha uma
transmissibilidade ndo aleatéria dos alelos, apresentando frequéncias diferentes daquelas
esperadas quando agregacdo € independente (EXCOFFIER; SLATKIN, 1996). O programa

utiliza o teste ¥ para avaliar a significancia do DL.

3.8.1.4 Analise de haplétipos

Os haplétipos mais provaveis e as suas frequéncias foram estimados aplicando o
método da verossimilhanca que utiliza o algoritmo EM (maximizacdo de expectativa) que faz
parte do conjunto de programas disponiveis no pacote ARLEQUIN v. 3.5.1.3. O método de
maxima verossimilhanca consiste em estimar frequéncias haplotipicas aleatérias e a partir
delas computar a verossimilhanca de se obter as frequéncias genotipicas esperadas assumindo
EHW a partir das frequéncias haplotipicas geradas. A cada passo, a verossimilhanca aumenta
(EXCOFFIER; SLATKIN, 1996; SCHNEIDER et al., 2000). Para aplicacdo do algoritmo
EM, utilizou-se os parametros descritos por Castelli et al. (2010). Neste trabalho foram
reportados apenas os haplotipos com frequéncias iguais ou superiores a 1%. A partir do
conhecimento dos haplotipos foi possivel obtencdo das frequéncias dos genotipos formados

pela combinacao dos haplétipos materno e paterno.
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3.8.1.5 Analise da associagdo entre 0 DM1 e polimorfismos do HLA

Para a andlise de associacdo entre os alelos, haplétipos e gendtipos da classe Il do
HLA (DRB1, DQAL e DQB1) e 0 DM1 relacionou-se o numero de pacientes diabéticos e de
normoglicémicos, portadores de cada variante alélica em tabelas de contingéncia 2x2,
conforme mostrado na Tabela 5. A comparagdo das distribuicbes das frequéncias alélicas dos
grupos estudados foi realizada pelo teste exato de FISHER (GraphPad Software, Inc., San
Diego, CA, USA). O uso deste teste ao invés do qui-quadrado (y°) foi mais aconselhado
principalmente devido ao encontro de casos com uma proporgéo inferior a cinco em um ou

mais grupos estudados.

TABELA 5 — Tabela de contingéncia 2x2 para analises de associa¢do dos alelos do HLA

n® individuos com alelo X n® individuos sem alelo X Total

Populagéo 1 a b atb

Populagéo 2 C d c+d
atc b+d N=a+b+c+d

Nos casos em que o valor de p foi significativo (<0,05) foi calculado o Odds Ratio -
OR (razéo de probabilidades ou chances), que permite fazer uma estimativa do Risco Relativo
em estudos ‘“caso-controle” (WOOLF, 1955). O valor da OR, em analises de associagao
exprime quantas vezes a caracteristica € mais frequente entre os portadores de um
determinado fator, comparando-se com individuos sem o fator. Valores de OR acima de 1
indicam que o fator estd associado a uma maior probabilidade de se desenvolver a
caracteristica em questdo, e valores abaixo de 1, a uma menor probabilidade (SVEJGAARD
etal., 1974).

3.8.2 Andlises estatisticas gerais

Inicialmente, foi realizado o teste de Kolmogorov-Smirnov para avaliar a normalidade
da distribuicdo. De acordo com os resultados deste teste foram realizados os testes
paramétricos (teste T) ou ndo-parametricos (Mann-Whitney) para as comparacgdes entre 0S
grupos estudados. O programa Graphpad Prism, versdo 5.0 (GraphPad Software, Inc., San

Diego, CA, USA) foi utilizado para tais analises.



35

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO DA POPULACAO DE ESTUDO

Foram estudados 92 pacientes com diagndstico clinico de DM1 e 100 individuos
normoglicémicos na faixa etaria dos 6 aos 20 anos. A Tabela 6 mostra as caracteristicas

clinicas da populacéo de estudo.

TABELA 6 - Caracteristicas dos grupos estudados

DM1 NG p valor
N 92 100
Género (M/F) 34/58 42/58 0,5549
Idade (anos) 118+4,4 11,33+£4,1 0,6040
Tempo de diagnostico 44+38
Idade ao diagndstico (anos) 6,9+33

Os resultados foram expressos em média + desvio padrdo. N (nOmero de individuos); NG (grupo
normoglicémico); DM1 (grupo diabético tipo 1). Realizado teste qui-quadrado para avaliar diferencas na
distribuicdo dos géneros entre os grupos estudados. Para demais variaveis continuas foi aplicado Teste T.

Os grupos normoglicémico e diabético apresentaram-se homogéneos em relacdo ao
género (p=0,5549) e a idade (p=0,6040), ndo havendo diferencas estatisticamente
significantes.

No grupo diabético houve uma predominancia de individuos do género feminino.
Embora o DML incida igualmente nos géneros masculino e feminino (HARJUTSALO;
SJOBERG; TUOMILEHTO, 2008), nos paises com alta prevaléncia da doenca, ha uma
predominancia do género feminino quando a incidéncia situa-se entre 5 e 9 anos de idade
(EURODIAB ACE Study Group, 2000).

A média de idade de 11,8 anos para os individuos diabéticos assemelha-se com a
média de idade relatada em outros estudos com criangas e adolescentes com DM1 (KESKIN
et al., 2012; MOSAAD et al. 2012; SHAMIR et al., 2008; URURAHY et al., 2011). No
tocante a idade ao diagnostico, a média do presente estudo foi de 6,9 anos. Resultados

similares foram encontrados por Faulkner e Chang (2007) estudando individuos com idade
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média de 13 anos e em média 5,2 anos de doenca. Olsen et al. (2004) encontraram um média
de idade ao diagndstico de 6,6 anos, estudando 304 pacientes com DM1, diagnosticados antes
dos 12 anos de idade. Dezsofi et al. (2008) estudando 80 individuos com DM1 obtiveram uma
mediana de idade ao diagnéstico de 6 anos.

Em relacdo ao tempo de diagndstico, observa-se que em média, os individuos
apresentam 4,4 anos de diagndstico do DM1. O tempo de diagnostico é um fator de risco
importante para o desenvolvimento das complicacdes decorrentes do diabetes. De uma
maneira geral, essas complicacbes comumente aparecem apés dez anos de doenca, porém
estudos mais recentes tém demonstrado que alteragdes patoldgicas ocorrem logo apds o
diagndstico, e que sinais clinicos precoces dessas alteraces sdo detectaveis apds 2-5 anos de
duracdo da doenca (BOGDANOVIC, 2008; CHO et al., 2011).

A maioria dos individuos dos grupos estudados (aproximadamente 30% do total de
todos os individuos) pertencia a classe socioecondmica C1, seguida pelas classes C2 e D
(FIGURA 6) (Associacdo de Empresas de Pesquisas-Abep, 2010 — ANEXO 4), demonstrando
também a homogeneidade em relacdo ao status social e especialmente o econdmico. E
importante lembrar a forte contribuicdo dos fatores socioecondmicos para 0 Sucesso no
tratamento do DM1, uma vez que estdo diretamente relacionados ao acesso a uma dieta
adequada, a aquisicdo de medicamentos e aparelhos para automonitorizagédo (essenciais para o
acompanhamento das flutuacdes diarias de glicose e ajustes das doses de insulina) e 0 acesso

a um acompanhamento de uma equipe multidisciplinar em salde, especializada em diabetes.

Classificagao SAcio-Econ6mica
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FIGURA 6- Distribuicdo dos individuos normoglicémicos e diabéticos de acordo com sua classe-
econdmica.

Ao analisarmos a distribuicdo dos individuos estudados segundo sua naturalidade

(FIGURA 7), observamos uma predominancia da mesorregiao Leste do Rio Grande do Norte,
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aonde se encontram os municipios de Natal e regido metropolitana, mostrando, também, a
homogeneidade da amostra em relagdo ao local de origem dos pacientes. Alguns individuos
diabéticos foram provenientes de regides do interior do estado, 0 que pode ser explicado pelo
fato do HOSPED ser uma unidade de referéncia em endocrinologia pediatrica no Rio Grande
do Norte, captando a demanda de assisténcia especializada por parte de municipios do

interior.

Distribuicdao dos individuos de acordo com sua naturalidade

M Diabéticos tipol @ Normoglicémicos
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FIGURA 7- Distribuicdo dos individuos normoglicémicos e diabéticos de acordo com sua
naturalidade.

4.2  AVALIACAO DO CONTROLE GLICEMICO

As diretrizes propostas pela Associacdo Americana de Diabetes - ADA (2013) e pela
Sociedade Brasileira de Diabetes - SBD (2009) propdem que o controle glicémico deva ser
avaliado através de dosagens periddicas da glicose de jejum e hemoglobina glicada. Os
resultados para esses parametros nos grupos estudados sao apresentados na Tabela 7.

TABELA 7 - Parametros de controle glicémico de acordo com os grupos de estudo

NG DM1 p valor
(n=100) (n=92)
Glicose (mg/dL) 81 (48-149) 222 (59-540) *<0,0001
Hemoglobina Glicada (%0) 5.4 (3-7,5) 9,6 (4,8-17,8) *<0,0001

Os resultados foram expressos em média + desvio padrdo ou mediana (intervalo interquartilico). Os grupos
foram comparados usando teste T ou Mann-Whitney dependendo da normalidade na distribuicdo das variaveis.
NG (grupo normoglicémico); DM1 (grupo diabético tipo 1); *p< 0,05 em relagéo ao grupo NG.
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No presente trabalho, foi observado um aumento estatisticamente significativo nos
valores de glicose de jejum (p<0,0001) nos individuos diabéticos em relacdo aos
normoglicémicos (Tabela 7). Sendo estes valores médios de glicose dos individuos diabéticos
superiores as metas estabelecidas pela ADA como bom controle glicémico (90-180mg/dL de
acordo com a faixa etaria do estudo, entre 6 a 12 anos). Resultados semelhantes também
foram observados por Mahmud et al. (2008) avaliando individuos diabéticos tipo 1 com idade
entre 12 e 18 anos e por Ceriello et al. (2010) que estudaram individuos com DM1 com idade
entre 19 e 23 anos.

No tocante a hemoglobina glicada, os individuos do grupo diabético apresentaram
valores significativamente elevados em rela¢do aos individuos normoglicémicos (p<0,0001)
(Tabela 7). Aproximadamente 70% dos individuos do grupo DM1 apresentaram valores de
hemoglobina glicada superiores as metas preconizadas pela ADA para um bom controle
glicémico, isto é, apresentavam valores acima 8% de hemoglobina glicada (valor referente a
faixa etéria entre 6 a 12 anos). Resultados semelhantes em criancas e adolescentes com DM1
também foram evidenciados por Eppens et al. (2006), Falkner; Chang (2007) e Mahmud et al.
(2008). Apenas 32 individuos do grupo DM1 (30%) apresentaram valores de hemoglobina
glicada dentro das metas preconizadas pela ADA para um bom controle glicémico (<8%).

O regime terapéutico mais utilizado foi a reposi¢éo diaria do hormdnio da insulina, por
meio da aplicagdo injetdvel subcutdnea de insulina recombinante humana, em doses
subdivididas por turnos (manhd, tarde e noite), também chamado de regime de Multiplas
Doses de Insulina (MDI) ou Intensivo. O regime procura mimetizar o padrdo de secre¢édo
fisiolgica da insulina pancreética em resposta a ingestdo alimentar através da aplicacdo de
insulina de acdo curta (regular) ou analogos de acédo rapida (lispro ou aspart), antes de cada
refeicdo, e da secrecdo de insulina basal através da NPH (insulina de acdo intermediaria), ou
através dos analogos de acdo longa (glargina ou detemir) (ROSSETI et al., 2003).

No mercado, existem diversos tipos de insulina e, embora apresentem diferencas
quanto a producdo, constituicdo, concentracdo, e solubilidade, a principal caracteristica que
distingue os diferentes tipos de insulinas disponiveis no mercado é a sua farmacocinética. A
insulina do tipo NPH (Protamina Neutra Hagedorn) € uma insulina de agdo intermediaria, cuja
acao inicia-se aproximadamente 1 a 3 horas ap6s a injecdo e dura cerca de 20 a 24 horas. Ja a
insulina Regular é uma insulina de acdo curta e seu efeito aparece dentro de 30 minutos apos a
injecdo, e tem duragéo, em geral, de 5-8 horas (KATZUNG, 2006).
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O esquema terapéutico mais utilizado foi o uso de trés injecdes diarias de insulina de
NPH mais trés de regular. Sendo em média: 10U NPH + 2U Regular (manhd), 8U NPH + 6U
Regular (tarde) e 6U NPH + 4U Regular (Noite).

A insulinoterapia associada a um treinamento abrangente de autoadministragdo é
terapia padrdo para maioria dos pacientes com DML, e o controle glicémico proximo ao
estado euglicémico é capaz de retardar o inicio e desacelerar a progressdo das complicacfes
microvasculares e macrovasculares decorrentes do DM1 (DCCT, 1993).

Os resultados obtidos para o controle glicémico deixam claro que, embora relatem o
uso da insulina como tratamento, os pacientes desse estudo apresentam um controle glicémico
insatisfatorio que pode estar relacionado tanto a fatores proprios da idade, como a dificuldade
de aceitacdo da doenca, comprometendo a adesdo ao tratamento, como também a
sensibilidade prejudicada a insulina devido as flutuacGes hormonais durante a puberdade, a
incapacidade de promover o auto-cuidado, especialmente em criangas com menos de seis anos
de idade, além de fatores socioecondmicos (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION,
2013).

Corroborando esses resultados de controle glicémico insatisfatorio em nivel nacional,
um recente estudo multicéntrico conduzido entre dezembro de 2008 a dezembro de 2010, em
28 entidades publicas de satde localizadas em 20 cidades das 5 regides do Brasil (norte,
nordeste, centro-oeste, sul e sudeste), totalizando 1077 individuos com média de 14 anos
duracdo do DML1, encontrou que 40,2% da populacdo estudada com DM1 apresentavam
niveis de HbAlc entre 7% e 9% e 42,9% apresentavam-se acima de 9%. Com apenas 11,6%
apresentando-se dentro das metas preconizadas pela ADA (HbAlc < 7%). Setenta por cento
da populacdo estudada com DM1 apresentavam glicemia de jejum acima de 130mg/dl. Além
disso, 31,6% apresentavam hipertensdo, 70% apresentavam alteracbes no exame de fundo de
olho, 45,9% colesterol LDL acima de 100mg/dl, entre outras alteracdes (GOMES et al.,
2012).

Esses resultados demonstram que a situacdo encontrada na populacdo do presente
estudo ndo se diferencia do resto do Brasil. E que, como o estudo de Gomes et al. (2012),
abrangeu individuos com, em media, 30 anos de idade e 14 anos de duracdo de DM1, as
complicacbes micro e macrovasculares, as quais ja estavam presentes nos individuos
estudados, representam um indicativo futuro do quadro de complicacdes que poderdo surgir,

nos individuos do presente estudo, caso o controle glicémico insatisfatério perdure.
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43 ASSOCIACAO DE POLIMORFISMOS DO HLA COM A
SUSCEPTIBILIDADE AOC DM1

Foram genotipados 92 individuos com DM1 e 100 normoglicémicos para 0s genes
HLA-DRB1, HLA-DQAL1 e HLA-DQB1, caracterizando a classe 1l do HLA. Os resultados
apresentados para grupo diabético foram comparados ao grupo normoglicémico.

4.3.1 Frequéncias alélicas do HLA-DRB1, HLA-DQAl e DQB1 em criancas e
adolescentes com DM1, comparadas as do grupo NG

Os alelos que se apresentaram significativamente mais frequentes nos individuos com
DM1 quando comparado ao grupo NG, em ordem decrescente de razdo de chances, foram:
Para o HLA-DRB1:
e DRB1*03:01 (p<0,0001; OR=8,72), DRB1*04:05 (p=<0,0001; OR=8,43),
DRB1*04:01 (p=0,003; OR=4,71) e 0 DRB1*04:02 (p=0,03; OR=2,65).
Para 0o HLA-DQAZI:
e DQA1*03:01g (p<0,0001; OR=3,7) e DQA1*05:01g (p=0,02; OR=1,7).
E para o HLA-DQB1:
e DQB1*02:01g (p<0,0001; OR=3,7) e 0 DQB1*03:02 (p<0,0001; OR=3,4).
Estes resultados demonstram a associacdo destes alelos com a susceptibilidade ao
DML1. As frequéncias alélicas do HLA-DRB1, HLA-DQAL e HLA-DQB1 sdo mostradas nas
tabelas 8, 9 e 10, respectivamente. Os alelos significativamente associados com a

susceptibilidade ao DM1 estdo destacados em vermelho.
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TABELA 8 - Comparacdo das frequéncias dos alelos de HLA-DRBL1 entre pacientes com
DM1 e o grupo NG

Alelos NG DML
DRB1* (2n=200) (2n=184) p valor OR IC
n % n %

01:01 9 4,5 9 4,9 1,00

01:02 12 6,0 7 3,8 0,09

03:01 8 4,0 51 21,7 *<0,0001 8,72 4,0-19,0
03:02 3 15 0 0,0 #

03:03 1 0,5 0 0,0 #

03:05 1 0,5 0 0,0 #

04:01 4 2,0 17 9,2 *0,003 4,71 16-143
04:02 7 3,5 17 9,2 *0,03 2,65 11-6,5
04:03 3 15 0 0,0 #

04:04 7 3,5 10 54 0,46

04:05 4 2,0 27 14,7 *<0,0001 8,43 2,9-24,6
04:06 1 0,5 0 0,0 #

04:07 1 0,5 2 1,1 0,61

04:11 4 2,0 0 0,0 #

07:01 17 8,5 13 7,1 0,70

07:03 1 0,5 0 0,0 #

07:09 1 0,5 0 0,0 #

08:01 4 2,0 3 1,6 1,00

08:02 6 3,0 1 0,5 0,12

08:04 6 3,0 0 0,0 #

08:07 1 0,5 0 0,0 #

09:01 1 0,5 4 2,2 0,20

10:01 5 2,5 2 1,1 0,45

11:01 15 7,5 1 0,5 *0,0005 0,07 0,01-05
11:02 5 2,5 2 11 0,45

11:03 1 0,5 2 11 0,61

11:04 7 3,5 1 0,5 0,07

12:01 1 0,5 1 0,5 1,00

13:01 16 8,0 4 2,2 *0,01 0,26 0,08-0,8
13:02 10 50 4 2,2 0,18

13:03 1 0,5 1 0,5 1,00

13:05 1 0,5 0 0,0 #

14:01 4 2,0 0 0,0 #

14:02 4 2,0 0 0,0 #

14:04 1 0,5 0 0,0 #

14:06 1 0,5 0 0,0 #

15:01 10 5,0 2 1,1 *0,04 0,21 0,04 - 0,96
15:02 1 0,5 0 0,0 #

15:03 10 5,0 1 0,5 *0,01 0,10 0,01-0,82
16:01 1 0,5 1 0,5 1,00

16:02 4 2,0 1 0,5 0,37

Total 200 100 184 100

Os resultados foram expressos em frequéncia absoluta e frequéncia relativa em porcentagem. Foi utilizado teste
exato de Fisher para avaliar diferencas entre os grupos DM1 e NG. *p<0,05. OR — Odds Ratio, IC — intervalo de
confianca de 95% para 0 OR. Alelos destacados em vermelho representam associacdo significativa com a
susceptibilidade ao DM1 e alelos destacados em azul representam associa¢ao significativa com a protecdo ao
DML1. # p valor, OR e IC ndo puderam ser estimados corretamente devido & auséncia de individuos em algum
dos grupos.



42

TABELA 9 - Comparagdo das frequéncias dos alelos de HLA-DQAL entre pacientes com
DM1 e o grupo NG

NG DM1
DOAL (2n=200) (2n=184) pvalor  OR Ic
n Y0 n %
01:01g 32 16,0 18 9,8 0,09
01:02 35 17,5 8 4,3 *<0,0001 0,2 0,1-05
01:03 16 8,0 3 1,6 *0,004 0,2 0,05-0,7
02:01 19 9,5 11 6,0 0,25
03:01g 34 17,0 79 42,9 *<0,0001 3,7 23-59
04:01g 19 9,5 4 2,2 *0,002 0,2 0,07-0,6
05:01g 45 22,5 61 33,2 *0,02 1,7 11-27
Total 200 100,0 184 100,0

Os resultados foram expressos em frequéncia absoluta e frequéncia relativa em porcentagem. Foi utilizado teste
exato de Fisher para avaliar diferencas entre os grupos DM1 e NG.*p<0,05. OR — Odds Ratio, IC — intervalo de
confianca de 95% para o OR. Alelos destacados em vermelho representam associagdo significativa com a
susceptibilidade ao DM1 e alelos destacados em azul representam associacdo significativa com a prote¢do ao
DM1. DQA1*01:01g, 03:01g, 04:01g e 05:01g — nomenclatura para o éxon 2 -DQA1*01:01/04/05, 03:01/02/03,
04:01/04 e 05:01/03/05, respectivamente.

TABELA 10 - Comparacao das frequéncias dos alelos de HLA-DQBL1 entre pacientes com
DM1 e o grupo NG

Alelos I\iG Dl\/ll
DOBL* (2n=200) (2n=184) p valor OR IC

n % n %
02:01g 27 13,5 67 36,4 *<0,0001 3,7 2,2-6,1
03:01g 38 19,0 14 7,6 0,0009 0,3 0,18-0,7
03:02 29 14,5 67 36,4 *<0,0001 34 2,1-55
03:03 3 15 2 1,1 1,00
04:02 18 9,0 5 2,7 *0,010 0,3 0,1-0,8
05:01 27 13,5 19 10,3 0,35
05:02 4 2,0 1 0,5 0,37
05:03 6 3,0 0 0,0 #
06:01 2 1,0 0 0,0 #
06:02 21 10,5 2 1,1 *<0,0001 0,1 0,02-0/4
06:03 15 7,5 3 1,6 *0,007 0,2 0,06 - 0,7
06:04 6 3,0 3 1,6 0,506
06:09 4 2,0 1 0,5 0,374
Total 200 100,0 184 100,0

Os resultados foram expressos em frequéncia absoluta e frequéncia relativa em porcentagem. Foi utilizado teste
exato de Fisher para avaliar diferencas entre os grupos DM1 e NG. *p<0,05. OR — Odds Ratio, IC — intervalo de
confianca de 95% para 0 OR. Alelos destacados em vermelho representam associacdo significativa com a
susceptibilidade ao DM1 e alelos destacados em azul representam associacdo significativa com a prote¢do ao
DML1. # p valor, OR e IC ndo puderam ser estimados corretamente devido & auséncia de individuos em algum
dos grupos. DQB1*02:01g e 03:01g - nomenclatura para o éxon 2 - DQB1*02:01/02 e 03:01/19,
respectivamente.



43

Estudos recentes envolvendo populagcfes de origem caucasiana também observaram a
associacdo dos alelos relacionados a susceptibilidade ao DM1 encontrados neste estudo
(TABELAS 8 e 10). Manan et al. (2010), estudando 103 criancas e adolescentes arabes com
DM1 e 108 individuos controles relataram os mesmos alelos de risco DRB1 e DQB1
presentes neste estudo: DRB1*03:01 (OR=11,1); DRB1*04:05 (OR=6,02); DRB1*0401
(OR=5,8); DQB1*02:01 (OR=17,69) e DQB1*03:02 (OR =3,77).

Ei Wafai et al. (2011) estudando os alelos DRB1 e DQB1 de 39 libaneses com DM1 e
46 individuos controles, encontraram resultados semelhantes, com associacdo positiva para
DRB1*03:01 (p<0,0001; OR=8,3), DQB1*02:01 (p<0,0001; OR=5,38) e 0 DML1.

Sayad et al. (2012) estudando 105 criangas iranianas e 100 individuos controles
relataram o0s seguintes alelos de susceptibilidade: DRB1*04:01 (p<0,0001; OR=6,0),
DRB1*03:01, (p=0,0004; OR=3,1), DQB1*03:02 (p<0,0001; OR=7,1) e DQB1*02:01
(p=0,001; OR=2,3).

Fendler et al. (2011) estudando 302 criangas polonesas com DM1 também relataram
maiores frequéncias desses alelos em pacientes com DM1: DRB1*03:01 (22,3%),
DQA1*05:01 (29,9%) e DQB1*02:01 (30,8%).

Mosaad et al. (2012) estudando 85 criancas e adolescentes egipcias com DM1 e 113
individuos controles encontraram, de forma semelhante, para o HLA-DQ, os alelos
DQB1*02:01 (p=0,001; OR=2,21) e DQB1*03:02 (p<0,001; OR=19,2).

No Brasil, Alves et al. (2006) avaliando todos estudos publicados até 2002, sobre a
associacdo de haplétipos HLA com DM1 em brasileiros, (somente 8 estudos e todos
realizados na regido sudeste) relataram também como alelos de susceptibilidade o
DRB1*03:01, DRB1*04, DQB1*02:01 e 0 DQB1*03:02.

Os alelos que foram significativamente mais frequentes no grupo NG em relacdo ao
DM1, em ordem crescente de raz&o de chances, foram:

e Parao HLA-DRBLI:
o DRB1*11:01 (p=0,0005; OR=0,07), DRB1*15:03 (p=0,01; OR=0,1),
DRB1*15:01 (p=0,04; OR=0,21) e DRB1*13:01 (p=0,01; OR=0,26).
e Parao HLA-DQALI:
o DQA1*01:02 (p<0,0001; OR=0,2), DQA1*04:01 (p=0,001; OR=0,2) e
DQA1*01:03 (p=0,004; OR=0,2).
e E paraoHLA-DQB1:
o DQB1*06:02 (p<0,0001; OR=0,1), DQB1*03:01g (p=0,0009; OR=0,3),
DQB1*06:03 (p=0,007; OR=0,2) e DQB1*04:02 (p=0,01; OR=0,3).



44

Estes resultados (destacados em azul nas tabelas 8, 9 e 10, respectivamente) sugerem
um possivel efeito protetor desses alelos na chance ao desenvolvimento do DML1.

Sayad et al. (2012) estudando 105 pacientes iranianos com DM1 e individuos
controles também relataram a maior frequéncia dos alelos DRB1*15:01 (p=0,0008; OR=0,2),
DRB1*13:01 (p<0,0001; OR=0,1) e DQB1*03:01 (p<0,0001; OR=0,3) no grupo NG quando
comparados ao grupo DM1. Diferenciando-se apenas pelo encontro da associacdo do
DQB1*06:01 (p=0,0002; OR=0,2), o qual nao foi associado no presente estudo, mas sim 0s
alelos DQB1*06:02 (p<0,0001; OR=0,1) e 0 DQB1*06:03 (p=0,007; OR=0,2).

Keskin et al. (2012) estudando 80 individuos com DM1 e 80 individuos controles da
regido sudeste da Turquia encontraram também os alelos DRB1*11, DRB1*13 e
adicionalmente o DRB1*14, como estando mais frequentemente presentes no grupo NG em
relacdo ao grupo DM1.

Para o grupo NG, todos os 3 loci do HLA classe Il estudados (DRB1, DQAL e
DQBL1) encontravam-se em equilibrio Hardy-Weinberg (DRB1: p=0,095, DQAL: p=0,560 e
DQB1: p=0,051). Ja para o grupo DM1, apenas o I6cus DQB1 apresentava-se em equilibrio
(DRB1: p=0,002, DQA1: p=0,032 e DQBL1: p=0,16). Segundo Chen et al. (1999), o desvio da
proporcdo de Hardy-Weinberg pode estar relacionado a forgas naturais, como a vantagem
seletiva ou recente mistura racial, ou pode refletir erros de genotipagem.

Ja Wittke-Thompson, Pluzhnikov e Cox (2005), afirmam que devido a proporcao de
individuos afetados por uma doenca em uma populacdo, ser pequena, o grau de desvio do
EHW, em estudos caso-controle, deve ser mais forte nos casos do que em controles para que
se possa encontrar uma associacdo genética. Dado que se ambas as populagdes estdo em
perfeito EHW, a presenca de associagdes genéticas evidencia que ha diferencas nas
frequéncias genotipicas entre casos e controles, implicando que nem casos e nem controles
podem estar em EHW.

Como indicador de qualidade da genotipagem, em estudos caso-controle, sugere-se a
necessidade de investigar a compatibilidade com EHW apenas no grupo controle (ZIEGLER;
STEEN; WELLEK, 2011). Dessa forma, no presente estudo a populagdo NG, ou controle,
apresentou-se em equilibrio, demonstrando entdo um indicativo de controle de qualidade da
genotipagem e também da possibilidade de encontrar associagdes genéticas coerentes.

O desequilibrio de ligacdo (DL) entre os pares de loci analisados foi significante em
ambos 0s grupos estudados, obtendo um p=0,00000 tanto para DRB1 e DQAL, como para
DRB1 e DQBL1 e também para DQA1 e DQB1. Confirmando que os diferentes alelos dos loci
de HLA né&o segregam independentemente e séo frequentemente herdados juntos de maneira
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conservativa, constituindo um hapl6tipo. Esses haplotipos podem ser evolutivamente
conservados e sdo referidos como hapl6tipos ancestrais que sdo importantes marcadores
genéticos relacionados ao DM1 (BLOMHOFF et al., 2006). A seguir, entéo, realizou-se entdo

a analise dos haplotipos formados pelos alelos DRB1, DQA1 e DQB1.

4.3.2 Frequéncias haplotipicas do HLA-DRB1, HLA-DQA1 e HLA-DQB1 em criancas

e adolescentes com DM1 comparadas as do grupo NG.

Ap0s a reconstrucdo haplotipica, formaram-se 34 haplétipos no grupo DM1 e 61 no
grupo NG. O principal haplétipo associado com a susceptibilidade ao DM1 foi o
DRB1*03:01-DQA1*05:01-DQB1*02:01 (p<0,0001; OR=10,6), seguido do haplétipo
DRB1*04:05-DQA1*03:01g-DQB1*03:02 (p<0,0001; OR=7,7). Os haplétipos DRB1*04:02-
DQA1*03:01g-DQB1*03:02 (p=0,02; OR=4,6) e DRB1*04:01-DQA1*03:01g-DQB1*03:02
(p=0,03; OR=2,8) também mostraram-se significativamente mais frequentes no grupo DML1.

Os resultados das frequéncias haplotipicas do HLA-DR-DQ encontradas neste estudo
sdo mostrados na tabela 11. Os haplotipos significativamente associados com a

susceptibilidade ao DM1 estdo destacados em vermelho.
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TABELA 11 - Comparagdo das frequéncias haplotipicas de HLA-DRB1-DQA1-DQB1 entre
pacientes com DM1 e o grupo NG

Haplotipos (2nh500) (25:'%4) ovalor  OR IC
DRB1-DQA1-DQB1 n % n %
01:01 01:01 05:01 9 45 6 3,3 0,60
01:02 01:01 05:01 11 55 10 5,4 1,00
03:01 05:01 02:01 7 3,5 51 27,7 *<(0,0001 10,6 47-24,0
03:02 04:01 04:02 3 15 0 0,0 #
04:01 03:01 03:02 3 1,5 12 6,5 *0,02 4,6 1,3-16,5
04:02 03:01 03:02 7 3,5 17 9,2 *0,03 2,8 1,1-6,9
04:03 03:01 03:02 3 15 0 0,0 #
04:04 03:01 03:02 7 3,5 9 4.9 0,61
04:05 03:01 02:01 0 0,0 2 1,1 0,23
04:05 03:01 03:02 4 2,0 26 14,1 *<(0,0001 17,7 26-226
04:07 03:01 03:02 0 0,0 2 1,1 #
04:11 03:01 03:02 4 2,0 0 0,0 #
07:01 02:01 02:01 14 7,0 10 5,4 0,67
07:01 02:01 03:03 2 1,0 1 0,5 1,00
07:01 03:01 02:01 1 0,5 3 1,6 0,35
08:01 04:01 04:02 4 2,0 3 1,6 0,71
08:02 04:01 04:02 6 3,0 1 0,5 0,12
09:01 03:01 02:01 1 0,5 2 1,1 0,61
10:01 01:01 05:01 5 25 2 1,1 0,45
11:01 01:02 06:02 2 1,0 0 0,0 #
11:01 05:01 03:01 12 6,0 1 0,5 *0,003 0,09 0,01-0,67
11:02 05:01 03:01 5 25 2 1,1 0,45
11:04 05:01 03:01 5 2,5 1 0,5 0,22
13:01 01:03 06:03 12 6,0 3 1,6 *0,03 0,3 0,1-0,9
13:01 05:01 03:01 3 15 0 0,0 #
13:02 01:02 06:04 6 3,0 3 1,6 0,08
13:02 01:02 06:09 4 2,0 1 0,5 0,37
13:03 05:01 03:01 0 0,0 2 1,1 #
14:01 01:01 05:03 4 2,0 0 0,0 #
14:02 05:01 03:01 2 1,0 0 0,0 #
15:01 01:02 06:02 8 4,0 2 1,1 0,11
15:03 01:02 06:02 9 45 0 0,0 #
16:02 05:01 03:01 2 1,0 1 0,5 1,00
Total 165 82,5 173 93,6

Os resultados foram expressos em frequéncia absoluta e frequéncia relativa em porcentagem. Foi utilizado teste
exato de Fisher para avaliar diferencas entre os grupos DM1 e NG. *p<0,05. OR — Odds Ratio, IC — intervalo de
confianca de 95% para o OR. Hapldtipos destacados em vermelho representam associacdo significativa com a
susceptibilidade ao DM1 e hapl6tipos destacados em azul representam associacgao significativa com a protecéo
ao DM1. Foram reportados apenas 0s hapl6tipos com frequéncias iguais ou superiores a 1% em pelo menos um
dos grupos. # p valor, OR e IC ndo puderam ser estimados corretamente devido a auséncia de individuos em
algum dos grupos.
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Embora alelos individualmente possam ser predisponentes, neutros ou protetores para
o DM1, combinagBes especificas de alelos dos genes da classe Il do HLA (hapl6tipos)
parecem ser mais informativas em determinar a extensao do risco para o desenvolvimento do
DM1, uma vez que representam uma regido cromossdmica mais extensa e relacionam-se a
codificacdo de cadeias de HLA em conformaces especificas que promovem a apresentacao
mais efetiva de epitopos diabetogénicos as células T (VAN LUMMEL et al., 2012).

Erlich et al. (2008) realizando uma analise por meio de um consorcio mundial que
compila dados genéticos de familias com DM1 em varias populacdes (The Type 1 Diabetes
Genetics Consortium) constataram que em grupo de estudo constituido de 607 familias
caucasianas (recrutadas da Europa, América do Norte e Australia) e 38 familias asiaticas
(Filipinas) os haplétipos de susceptibilidade para 0 DM1, em semelhanca com o presente
estudo, foram: DRB1*03:01-DQA1*05:01-DQB1*02:01 (OR=3,64), DRB1*04:05-
DQA1*03:01-DQB1*03:02 (OR=11,37), DRB1*04:01-DQA1*03:01-DQB*03:02 (OR=8,39)
e DRB1*04:02-DQA1*0301-DQB1*03:02 (OR=3,63).

Cifuentes et al. (2011), em um estudo de meta-analise combinada de associacéo e de
base familiar com 0 DM1 em publicacdes latino-americanas, realizadas até junho de 2010,
envolvendo 215 familias e 1304 casos de DM1 comparados com 1969 controles, encontraram,
da mesma forma, os haplétipos DRB1*03:01-DQA1*05:01-DQB1*02:01 (p=0,0028;
OR=7,51), DRB1*04:05-DQA1*03-DQB1*03:02 (p=0,0002; OR=11,64) e 0 DRB1*04:01-
DQA1*03-DQB1*03:02 (p<0,0001; OR=5,9), significativamente associados com a
susceptibilidade ao DM1.

Thomson et al. (2007) em uma anélise de 38 estudos realizados em 30 paises de
diversas regides do mundo (Europa, norte da Africa, Africa subsaariana, Asia, América do
Norte, Oceania, entre outras), identificaram uma hierarquia consistente entre os haplétipos
DR4-DQB1*03:02 mais comumente associados com a susceptibilidade. Apresentando-se na
seguinte ordem de associagdo: DRB1*04:05=*04:01=*04:02> *04:04>*04:03-DQB1*03:02.
Com o haplétipo DRB1*03:01-DQA1*05:01-DQB1*02:01 aparecendo abaixo da
predisposicdo do DRB1*04:02 e acima do DRB1*04:04-DQB1*03:02. No presente estudo,
entretanto, ndo se observou a mesma hierarquia sendo o DRB1*03:01-DQA1*05:01-
DQB1*02:01 (p<0,0001; OR=10,6), o haplétipo com maior associagdo com a
susceptibilidade ao DM1 seguido do DRB1*04:05-DQA1*03:01g-DQB1*03:02 (p<0,0001;
OR=7,7), do DRB1*04:02-DQA1*03:01g-DQB1*03:02 (p=0,02; OR=4,6) e por Gltimo o
DRB1*04:01-DQA1*03:01g-DQB1*03:02 (p=0,03; OR=2,8).
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Contrariamente, estudos em populacbes asiaticas ndo caucasianas (Asia-oriental),
como o JAPANESE Study Group (JSGIT) (2012), estudando 497 criancas e adolescentes
japonesas com DM1, constataram a presenca do haplotipo DRB1*09:01-DQA1*03:01-
DQB1*03:03 como mais o frequentemente associado com DM1. A grande maioria dos
estudos em populacdes japonesas relata a presenca de haplétipos diferentes dos mais
comumente associados ao DM1 em populagfes caucasianas. Esse resultado estd também
relacionado a baixa incidéncia do DM1 nessas populacfes do extremo oriente. Ja Hu Cy et al.
(1993), estudando pacientes com DM1 de Taiwan encontrou associacdo tanto com haplotipos
de susceptibilidade comumente encontrados em caucasianos, mas também de haplétipos
japoneses especificos, como o citado acima.

No Brasil, Fernandes et al. (2002) analisando 64 pacientes com DML1 e 181 individuos
controles, selecionados de forma randomizada entre doadores de sangue da regido de S&o
Paulo relataram o haplotipo DRB1*03:01-DQA1*05:01-DQB1*02:01 (p=0,0007; OR=2,1),
como significativamente associado com a susceptibilidade ao DM1, sendo encontrado em
38% dos pacientes e em 11% dos individuos controles. O estudo relatou ainda, o haplétipo
DRB1*04:05-DQA1*03:01-DQB1*03:02, embora sem significancia estatistica.

Um estudo recente de Alves et al. (2012) envolvendo 178 pacientes com DML e seus
546 parentes de primeiro grau, no estado de S&o Paulo, demonstrou que 88,9% dos irmaos dos
pacientes com DM1 que possuiam uma ou duas coOpias dos haplotipos DRB1*03:01-
DQA1*05:01-DQB1*02:01 e DRB1*04-DQA1*03:01-DQB1*03:02, apresentavam um
aumento no risco para o desenvolvimento de autoanticorpos contra as ilhotas pancreaticas.

Os haplotipos relacionados a protecdo ao DM1, os quais se apresentaram mais
frequentemente no grupo NG, quando comparados ao grupo DM1 foram o DRB1*11:01-
DQA1*05:01g-DQB1*03:01 (p=0,003; OR=0,09) e o DRB1*13:01-DQA1*01:03-
DQB1*06:03 (p=0,03; OR=0,3). Estes resultados (destacados em azul na tabela 9) sugerem
um possivel efeito protetor dos haplétipos na chance ao desenvolvimento do DML1.

Saruhan-Direskeneli et al. (2000) estudando 80 individuos com DM1 e 80 individuos
controles da regido sudeste da Turquia reportaram além dos haplotipos de protecdo
encontrados no presente estudo: DRB1*13:01-DQA1*01:03-DQB1*06:03 (p=0,004;
OR=0,2) e o DRB1*11:01-DQA1*05:01-DQB1*03:01 (p<0,0001; OR=0,2), 0s seguintes
haplotipos: DRB1*13:03-DQA1*05:01-DQB1*03:01, DRB1*15:02-DQA1*01:03-
DQB1*06:01, DRB1*07:01-DQA1*02:01-DQB1*02:02, DRB1*11:04-DQA1*05:01-
DQB1*03:01 e DRB1*15:01-DQA1*01:02-DQB1*06:02.
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Stayoussef et al. (2009), estudando 88 individuos com DM1 e 112 individuos
controles da Tunisia Central, encontraram, em semelhanca ao presente trabalho, apenas o
DRB1*11:01-DQA1*05:01-DQB1*03:01 (p=0,036; OR=0,21), e adicionalmente o
DRB1*07:01-DQA1*02:01-DQB1*02:02 (p=0,015; OR=0,34), como relacionados a protecdo
ao DML1.

O haplétipo DRB1*15:01-DQA1*01:02-DQB1*06:02 tem se destacado como um dos
haplotipos mais comumente relacionados a protecdo ao desenvolvimento do DM1, em
populacgdes caucasianas (NOBLE; VALDES, 2011). No presente estudo, entretanto, 0 mesmo
ndo se apresentou de maneira significativamente associada a prote¢cdo ao DM1. No entanto,
quando se associa o0 haplétipo do grupo DR15, isto é, DRB1*15-DQA1*01:02-DQB1*06:02,
ele aparece significativamente associado a protecao (p=0,0001; OR=0,06).

Segundo Borchers, Uibo e Gershwin (2010), de uma forma geral, alguns haplotipos
conferem susceptibilidade ou protecdo em essencialmente todas as populagdes estudadas, mas
a forca de associacdo difere. H4& uma concordancia de que os haplétipos DR3: DRB1*03:01-
DQA1*05:01-DQB1*02:01 e certos subtipos do DR4: DRB1*04:01, 04:02, 04:04 e 04:05
com DQA1*03:01-DQB1*03:02 conferem uma maior susceptibilidade para o DM1. Em
contraste, DRB1*15, *13 com o DQB1*06 e DRB1*14 com o DQB1*05, provém maior
protecdo. Nota-se, entretanto, que esse risco ndo reflete que os mesmos haplotipos conferem
risco em todas as populacdes, as vezes, podem ser completamente ausentes em algumas
populacgdes, ou sua incidéncia pode ser tdo baixa que faz sua contribuicdo minima, ou ainda,
podem ser neutros e até protetores em outras populacdes (BORCHERS; UIBO; GERSHWIN,
2010).

4.3.3 Frequéncias dos genotipos classe Il do HLA em criancas e adolescentes com

DM1, comparadas as do grupo NG

Com base na classificacdo sorolédgica para cada especificidade alélica os hapl6tipos de
susceptibilidade podem ser abreviados, nas seguintes nomenclaturas: o DRB1*03:01-
DQA1*05:01-DQB1*02:01 pode ser denominado DR3-DQ2 e os haplétipos que sédo
DRB1*04(01/02/03/04/05/07/11)-DQA1*03:01g-DQB1*03:02, podem ser agrupados no
haplétipo DR4-DQ8 (TABELA 12) (MARSH et al., 2010).
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TABELA 12- Abreviacdo dos haplétipos de susceptibilidade em relacdo ao seu grupo

soroldgico

Hapl6tipos de susceptibilidade Abreviacao
1. DRB1*03:01-DQA1*05:01-DQB1*02:01 DR3-DQ2
2. DRB1*04-DQA1*03:01g-DQB1*03:02 DR4-DQ8

Fonte: Adaptado de Marsh et al. (2010).

O genotipo heterozigoto DR3-DQ2/DR4-DQ8, formado pela unido dos principais
haplotipos de susceptibilidade, € o genotipo mais fortemente associado com a susceptibilidade
ao DML1. Ja os gendtipos homozigoticos DR3-DQ2/DR3-DQ2 e DR4-DQ8/DR4-DQ8 e o0s
genotipos formados por apenas um dos haplotipos de susceptibilidade DR3-DQ2/ DRX-DQX,
DR4-DQ8/DRX-DQX, apresentam um risco moderado na chance ao desenvolvimento do
DML1. Os genotipos que ndo sdo formados por nenhum destes haplétipos (DRX-DQX/DRX-
DQX) parecem apresentar um baixo efeito na susceptibilidade ao DM1 (AWA et al., 2010). A
tabela 13 mostra as frequéncias dos gendétipos de susceptibilidade entre pacientes com DM1 e
0 grupo NG do presente estudo.

TABELA 13 — Genotipos de susceptibilidade em criancas e adolescentes com DM1 e no

grupo NG
Gendtipos NG bMi
(n=100) (n=92) pvalor OR IC
DR-DQ / DR-DQ T % n %

Altorisco DR3-DQ2/DR4-DQ8 1 1,0 27 29,3 *<0,0001 41,1 54-310,2
DR3-DQ2/DR3-DQ2 0 00 7 7,6 #

Risco DR3-DQ2/DRX-DQX 6 60 10 109 0,30 1,9 07-55

moderado  DR4-DQ8/DR4-DQ8 0 0,0 6 6,5 #
DR4-DQ8/DRX-DQX 27 27,0 27 293 0,75 1,1 06-21

Baixo Risco DRX-DQX/DRX-DQX 66 66,0 15 16,3 *<0,0001 01 0,1-0,2

Total 100 100,0 92 100,0

Os resultados foram expressos em frequéncia absoluta e frequéncia relativa em porcentagem. Foi utilizado teste
exato de Fisher para avaliar diferencas entre os grupos DM1 e NG. DRX-DQX refere- se a outros hapl6tipos que
ndo DR3-DQ2 ou DR4-DQ8.*p<0,05. OR — Odds Ratio, IC — intervalo de confianca de 95% para o OR. # p
valor, OR e IC ndo puderam ser estimados corretamente devido a auséncia de individuos no grupo NG.

Os resultados encontrados demonstram que o gendtipo heterozigoto DR3-DQ2/DR4-
DQ8 estava significativamente mais frequente (= 30% do grupo DM1) no grupo DM1 quando
comparado ao grupo NG (p<0,0001; OR=41,1) destacando-se a existéncia de apenas um

individuo com este gendtipo no grupo NG, todos os outros pertenciam ao grupo DM1. Esse
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resultado evidencia que a combinacdo destes haplotipos em heterozigose proporciona uma
chance para o desenvolvimento do DM1 superior aos haplotipos em homozigose ou com
apenas um dos haplétipos de susceptibilidade.

Os haplotipos em homozigose, DR3-DQ2/DR3-DQ2 e DR4-DQ8/DR4-DQ8, foram
encontrados apenas no grupo DML e significativamente associados a susceptibilidade, embora
os respectivos OR e IC ndo possam ser estimados corretamente devido & auséncia de
individuos no grupo NG.

Dezsofi et al. (2008) estudando 80 criangas com DMI1 ¢ 2080 individuos controles,
hdngaros e brancos, também encontraram o gendtipo heterozigoto DR3-DQ2/DR4-DQ8 como
0 mais frequentemente associado a susceptibilidade ao DM1, com resultados de associacédo
semelhantes aos encontrados nesse estudo (frequéncia 36,3%; p>0,0001; OR=41,67).

Guerin et al. (2007) estudando 124 criangas e adolescentes com DM1, de origem
francesa nativa, com ancestralidade caucasiana, e francesa com ancestralidade africana,
encontraram 0 genétipo heterozigoto DR3-DQ2/DR4-DQ8 bem mais frequentemente
observado no grupo de franceses nativos do que nos franceses com ancestralidade africana.
Demonstrando a forte influéncia desse gendtipo para a populacdo caucasiana e a sua relacdo
com DML1.

Aly et al. (2006), em um estudo prospectivo, The Diabetes Autoimmunity Study of the
Young (DAISY), em que foram acompanhados mais de 33.000 recém-nascidos, entre eles,
irmdos de pacientes com DM1 na cidade de Colorado — Estados Unidos da Ameérica,
identificaram o gendtipo de alto risco em 2,4% dos recém-nascidos e em mais de 20% das
criangas afetadas por DM1. A presenca desse genétipo marcou um risco de 55% para o
desenvolvimento do DM1, declarada aos 12 anos. O estudo evidenciou, ainda, que irméos de
individuos diabéticos que sdo HLA idénticos para 0 genoétipo de alto risco apresentaram 80%
de chance para uma producdo persistente de autoanticorpos anti-ilhotas pancreaticas e 60%
para a progressao do DM1 aos 15 anos de idade.

Na regido nordeste do Brasil, um unico estudo, realizado por Brandao et al. (2010),
em Recife — PE, envolvendo 184 criancas e adolescentes com DM1 e 184 individuos
saudaveis, demonstrou que o genotipo de alto risco (DR3-DQ2/DR4-DQ8), apresentou-se
com um frequéncia significativamente superior no grupo DM1 quando comparada ao grupo
NG (p<0,0001; OR=8,72) e representou 0 genotipo presente na maioria (23%) dos individuos
do grupo DM1. Embora o gen6tipo homozigoto (DR3-DQ2/DR3-DQ2) tenha se destacado

como o mais fortemente associado a susceptibilidade ao DM1 (OR=19,74).
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Como explicacdo para intensa forca predisponente do genotipo heterozigoto, postula-
se que a cadeia a codificada por DQA1 (DQA1*05:01 ou 03:01) de um haplétipo combina-se
com a cadeia B codificada por DQB1 (DQB1*02:01 ou 03:02) de outro haplétipo formando
um hibrido molecular, denominado de heterodimero DQ, em uma conformacédo estrutural
trans, a qual parece estar implicado na apresentacdo de um repertorio Unico de autoantigenos,
desencadeando a geragdo e/ou ativacao de células T auto-reativas responsaveis pela destruicdo
das células beta pancreaticas (BRANDAO et al., 2010; VAN LUMMEL et al., 2012).

Para o grupo NG, a combinacdo de outros hapldtipos que ndo aqueles relacionados
com a susceptibilidade ao DM1, formando gendtipos considerados de baixo risco ou, neste
caso, denominados de DRX-DQX/DRX-DQX, apresentaram frequéncia significativamente
mais elevada neste grupo (66%), quando comparada ao grupo DM1 (p<0,0001; OR=0,1),
indicando que a presenca de outros genotipos estaria caracterizando um efeito protetor contra
a chance de desenvolvimento do DM1. Embora aproximadamente 30% do grupo NG também
apresentasse o haplétipo de susceptibilidade DR4-DQ8/DRX-DQX.

Alguns estudos afirmam que ha uma diminuicdo da frequéncia do gendtipo
heterozigoto de alto risco (DR3-DQ2/DR4-DQ8) e um aumento dos gendtipos de baixo risco
DRX-DQX/DRX-DQX nos individuos recém-diagnosticados para o DM1 das ultimas
décadas (1985-2006), em relacdo as décadas anteriores (1965-1984) (STECK et al., 2011).
Apesar do presente estudo ndo ter investigado a linha do tempo de diagndsticos dos
individuos estudados, pode-se afirmar que para este grupo de pacientes com DML, essa
inversdo das frequéncias dos gendtipos nao foi observada.

Em suma, nesta populacdo de estudo encontraram-se os principais alelos, haplétipos e
combinacBes de haplétipos de susceptibilidade e/ou protecdo para o desenvolvimento do
DM1, extensivamente descritos na literatura para a populacdo caucasiana, com frequéncias e

niveis de associacao comparaveis a diversos lugares do mundo onde ha uma alta incidéncia do
DM1 (Sardenha — Italia, Marrocos — Africa) (IZAABEL et al., 1998; LAMPIS et al., 2000).

E apesar da populacdo brasileira ser resultado de uma grande miscigenacdo étnica e
racial, até em nivel regional, os resultados deste trabalho mostram a possivel ascendéncia
caucasiana nesta populacdo de estudo. Fato este sendo reiterado pela extensa influéncia de
portugueses, franceses e holandeses na colonizacdo do Rio Grande do Norte (TRINDADE,
2010). E pelo estudo de Lins et al. (2010), que demonstraram que a populagdo brasileira é
predominantemente composta por Europeus (ascendéncia caucasiana: 0,77), seguido por

Africanos (0,143) e Amerindios (Nativos da América do Sul: 0,085). Dessa forma, esses
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resultados vém se somar aos estudos realizados no Brasil, na América Latina, bem como em
outras populagdes do mundo sobre a susceptibilidade do DML1.

O objetivo da identificacdo de alelos e hapldtipos de HLA é auxiliar na predicdo e
prevencdo do DM1, bem como aprimorar a habilidade de determinar a influéncia tanto de
fatores genéticos, como também de ambientais. Em paises onde a incidéncia do DM1 ¢é
altissima, como a Finlandia, sendo um foco de intenso estudo, e onde os principais fatores de
riscos genéticos sao bem conhecidos, foi implantado um programa de predicao de riscos com
base nos haplétipos de alto risco para o DM1 em recém-nascidos. A partir dai seria possivel
um acompanhamento profissional adequado, bem como, uma avalia¢do dos principais fatores
ambientais que poderiam estar envolvidos no desenvolvimento do DM1 (BORCHERS;
UIBO; GERSHWIN, 2010).

4.3.4 Associacao das frequéncias genotipicas classe 11 do HLA com idade ao diagndstico

O grupo DM1 foi subdivido em 2 grupos de acordo com a idade ao diagndstico dos
individuos estudados (< ou > a 5 anos de idade ao diagndstico). Este valor foi selecionado
com base na proximidade da média da idade ao diagndstico de 6,9 anos e estudos prévios na
literatura (GILLESPIE et al., 2004; HATHOUT et al.,2003; OKRUSZKO et al., 2012). As
frequéncias dos gendtipos de susceptibilidade foram, entdo, obtidas em relacdo aos subgrupos
de idade ao diagndstico.

No presente estudo, observou-se que o0 gendtipo de alto risco DR3-DQ2/DR4-DQ8,
formado pela combinacdo dos hapl6tipos de susceptibilidade, em heterozigose, DRB1*03-
DQA1*05:01-DQB1*02:01/DRB1*04-DQA1*03:01g-DQB1*03:02), apresentou-se
significativamente mais frequente no grupo de criancas com idade ao diagndstico inferior a 5
anos do que no grupo de criangas com idade ao diagnostico superior a 5 anos (p=0,038;
OR=3,05). As criancas que possuiam o genotipo de alto risco apresentaram trés vezes mais
chances em desenvolver o DM1 antes dos 5 anos de idade do que aquelas com idade superior
a 5 anos.

J& no grupo de criangas com idade ao diagndstico superior a 5 anos de idade ocorreu
uma maior frequéncia dos genotipos de risco moderado, em que estdo incluidos os genotipos
homozigotos e 0s gendtipos com apenas um dos haplotipos de risco (frequéncia dos genotipos
de risco moderado no grupo superior a 5 anos 65,5% vs. 43,2% do grupo inferior a 5 anos),
destacando-se o0 gendtipo DR4-DQ8/DRX-DQX, ou seja, da combinagéo do haplotipo HLA-
DRB1*04*-DQA1*03:01-DQB1*03:02 associado a outros alelos que ndo DR3-DQ2 ou DR4-
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DQ8, embora sem significancia estatistica. Os resultados da associagdo com a idade ao
diagndstico dos pacientes diabéticos deste estudo sdo mostrados na tabela 14.

TABELA 14 - Comparacdo das frequéncias genotipicas de HLA-DRB1-DQB1 com a idade
ao diagndstico das criangas e adolescentes com DM1

Idade ao Idade ao
Genbtipos diagnodstico diagndstico
>5anos < 5anos
DRB1-DOB1 / DRB1-DOB1 ~(ne55) (e37) pvalor OR IC
n % n %

Alto risco DR3-DQ2 / DR4-DQ8 11 200 116 432 *0,02 305 121-7,70
DR3-DQ2 / DR3-DQ2 5 91 2 5,4 0,70 0,57 0,10-3,12

Risco DR3-DQ2 / DRX-DQX 9 164 1 2,7 0,15 0,14 0,02-1,17
moderado DR4-DQ8 / DR4-DQ8 3 55 3 8,1 0,70 1,53 0,29-8,03
DR4-DQ8/DRX-DQX 19 345 10 270 0,50 0,70 0,28-1,75

Baixorisco DRX-DQX/DRX-DQX 8 145 5 13,5 1,00 0,92 0,28-3,06

Total 55 100,0 37 99,9
Os resultados foram expressos em frequéncia absoluta e frequéncia relativa em porcentagem. Foi utilizado teste
exato de Fisher para avaliar diferencas entre os grupos DM1 e NG. DRX-DQX refere- se a outros haplétipos que
ndo DR3-DQ2 ou DR4-DQ8. .*p<0,05. OR — Odds Ratio, IC — intervalo de confianca de 95% para o OR.

Embora a idade ao diagnéstico do DM1 seja frequente entre 8 a 12 anos
(KANTAROVA; BUC, 2007), na Gltima década observou-se um intenso aumento na
incidéncia de DM1 em criancas com idade inferior a 5 anos, e com uma previsdo alarmante
que essa incidéncia dobrara até 2020, na Europa (PATTERSON et al., 2009). Fazendo-se
deste, portanto, um grupo especial de estudo, uma vez que pouco se conhece sobre o plano de
fundo genético bem como o status clinico e autoimune (HATHOUT et al., 2003).

Apesar do pequeno numero de criancas com idade ao diagndstico inferior a 5 anos de
idade em relacdo ao total de criancas diagnosticadas, diferencas clinicas e autoimunes entre
estas criancas e aquelas com idade ao diagndstico superior 0os 5 anos de idade tem sido
evidenciadas (HATHOUT et al., 2003). Constatou-se uma maior frequéncia dos haplétipos de
susceptibilidade para 0 DM1 em criancas com idade ao diagndstico inferior a 5 anos, ja para
as criancas com idade ao diagnostico superior a 5 anos de idade, os hapldtipos de
susceptibilidade mais comuns apresentam uma frequéncia diminuida quando comparada ao
grupo de menor idade ao diagnostico, bem como apresentam uma frequéncia elevada de
outros haplétipos ndo comumente relacionados com o risco ao DM1.

Komulainen et al. (1999) estudando um grupo de 35 criangas com idade ao
diagndstico inferior a 2 anos, outro grupo com 146 criangas entre 2 e 4,9 anos e outro com

620 criancas entre 5,0 e 14,9 anos de idade ao diagndstico, por meio de um estudo nacional
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sobre o diabetes na infancia da Finlandia (Childhood Diabetes in Finland — DiMe)
encontraram 0 que genotipo de alto risco, DR3-DQ2/DR4-DQ8, estava mais frequente nos
grupos de criangas com idade inferior a 5 anos de diagnostico, enquanto que, as criangas que
apresentavam os genotipos carreando alelos protetores, possuiam idade ao diagndstico igual
ou superior a 5 anos.

Gillespie et al. (2002) em um estudo com 1.299 familias na Inglaterra demonstraram
que das criangas diagnosticadas com DM1 antes dos 5 anos, 52% eram heterozigotas (DR3-
DQ2/DQ8), ja as criancas com idade ao diagnostico entre 5 e 9 anos e 10 a 14 anos
apresentaram 32% e 33% respectivamente de heterozigose. Resultados semelhantes foram
obtidos neste trabalho com uma porcentagem aproximada de 43% de heterozigose para as
criancas com idade ao diagndstico inferior a 5 anos e 20% de heterozigose para as criangas
com idade ao diagnostico superior a 5 anos (TABELA 14).

Lambert et al. (2004), em um estudo prospectivo com 753 familias do Reino Unido,
demonstraram que uma combinacdo de 6 genoétipos de alto risco (entre eles DR3-DQ2/DR4-
DQ8) aumentava a sensibilidade para diagnostico do diabetes antes dos 5 anos de idade,
enquanto que 11 gendtipos foram necessarios para obter a mesma sensibilidade para o
diagndstico nas idades entre 10 e 14 anos.

Hathout et al. (2003), estudando 40 criancas com inicio precoce de DM1 (2,6 anos em
média) mostraram significantes diferencgas nas frequéncias de alelos e hapl6tipos HLA de alto
risco entre os grupos de criangas com inicio precoce e as com inicio tardio. Além disso,
nenhum dos individuos do grupo precoce apresentou os alelos protetores DRB1*15:01 e
DQB1*06:02.

Awa et al. (2010) estudando 1445 criangas e adolescentes alemds e austriacas com
DM1, demonstraram que o0s pacientes com o0 genotipo heterozigoto DR3-DQ2/DR4-DQ8
apresentaram uma média de idade significativamente mais baixa (6,8 £ 0,3 anos) do que
aqueles com o gen6tipo DRX-DQX/DRX-DQX (8,19 + 0,37 anos).

Valdes et al. (2012) estudando, em diferentes populaces, a influéncia dos genoétipos
de risco para o inicio precoce ou tardio do DM1, demonstraram que as associacGes dos
gendtipos de HLA com a idade ao diagnésticos foram consistentes, principalmente em
populacbes de origem caucasiana, e que 0 gendtipo heterozigoto estava significativamente
mais presente no grupo com idade ao diagndstico inferior a 5 anos, quando comparado ao
grupo com idade ao diagndstico superior a 5 anos (Europa: p=0,0085; OR=1,15, América do

Norte: p=0,001; OR=1,18, entre outras populagdes).



56

Okruszko et al. (2012) estudando 26 criangas com idade ao diagnoéstico entre 0 - 5
anos, 100 criangas com 6 - 15 anos e 49 criangas com 15 - 25, observaram, da mesma forma
que no presente estudo, um decréscimo da frequéncia do genotipo de alto risco DR3-DQ2/
DR4-DQ8 com o aumento da idade ao diagnéstico. Sendo o grupo das criancas com idade ao
diagndstico entre 0 e 5 anos com a maior frequéncia deste geno6tipo (80,8%), seguido pelos
demais grupos (63% e 25% respectivamente). Além disso, constatou-se a presenca de alelos
protetores DQB1*06:02 apenas nos grupos idade ao diagndstico superior a 5 anos.

Ao analisar a presenca de alelos e haplétipos protetores nos grupos de idade ao
diagndstico do presente estudo evidenciou-se que os alelos protetores DRB1*11:01,
DRB1*13:01, DRB1*15:03 e 0 DQB1*06:03 estiveram presentes com maior frequéncia no
grupo com idade ao diagnostico superior a 5 anos de idade. Em relacdo aos haplotipos, dos 2
hapl6tipos encontrados no grupo DM1 como significativamente associados com a protecdo ao
DM1 (Tabela 10), todos estavam presentes em maior nimero no grupo com idade ao
diagndstico superior a 5 anos de idade (Tabela 15). Estudos em pacientes com DM1
diagnosticados apds os 30 anos de idade (LADA), vem sugerindo que a presenca desses alelos
protetores teria um papel predominante em “atrasar” o inicio da autoimunidade do DM1

(ANDERSEN et al., 2010).

TABELA 15 - Comparacdo de alelos e hapldtipos de HLA associados a protecdo ao DM1

com a idade ao diagndstico

Idade ao diagnostico Idade ao diagnostico

Alelos e haplotipos relacionados a protegédo > 5 anos < 5anos
ao DM1 (2n=110) (2n=74)

n % n %

DRB1*11:01 1 0,9 0 0,0

DRB1*13:01 3 2,7 1 1,6

DRB1*15:03 1 0,9 0 0,0

DQB1*06:03 2 1,8 1 1,6

DRB1*11:01-DQA1*05:01g-DQB1*03:01 1 0,9 0 0,0

DRB1*13:01-DQA1*01:03-DQB1*06:03 2 18 1 1,6

Os resultados foram expressos em frequéncia absoluta e frequéncia relativa em porcentagem. Foi utilizado teste
exato de Fisher para avaliar diferencas entre os grupos DM1 e NG. *p>0,05. OR — Odds Ratio, IC — intervalo de
confianca de 95% para o OR.

Estudos mais recentes, como o de Dang, Buzzetti e Pozzilli (2013), propdem
mecanismos epigenéticos como 0s possiveis responsaveis pela diminuicdo de genotipos de
alto risco em individuos diagnosticados mais tardiamente. Os mecanismos (como a metilacao
de DNA proveniente, por exemplo, da nutricdo) seriam meios pelos quais os fatores

ambientais atuariam em favor da susceptibilidade ao DM1, com uma contribuicdo muito mais
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influente do que os fatores genéticos. Outros estudos apontam, além da maior influéncia de
fatores ambientais nesses individuos, a atuacdo de outros loci genéticos, ndo-HLA na
susceptibilidade ao DM1 (BORCHERS; UIBO; GERSHWIN, 2010). De maneira inversa, 0s
individuos diagnosticados precocemente apresentam uma susceptibilidade ao DM1 decorrente
em grande parte dos marcadores genéticos, como HLA (DANG; BUZZETTI E; POZZILLI,
2013).

Dessa forma, embora os haplotipos de susceptibilidade e protecdo para o DML ja
estejam bem estabelecidos para qualquer faixa etéria, os estudos em criangas com inicio de
doenga inferior a 5 anos de idade sdo de extrema importéncia, pois evidenciam a forte
contribuicdo genética na determinacdo da susceptibilidade ao DM1, principalmente do
gendtipo heterozigoto da classe Il do HLA.

Favoravelmente a esse fato, estudos demonstram que no inicio clinico do DM1 em
criangas muito novas ocorre uma descompensacdao metabolica severa e as células beta
pancredticas residuais exibem uma pobre funcionalidade (HATHOUT et al.; 2003;
KOMULAINEN et al., 1999).

Apoiando essa constatacdo, tem-se o fato de que a fase de remissdo transitéria no
quadro hiperglicémico que ocorre em até 60% de pacientes com DML, ap6s o inicio do
tratamento com insulina, também chamada de Honeymoon (ou fase de Lua de mel), parece
ocorrer mais frequentemente com o aumento da idade ao diagnostico, podendo durar de 3 a 6
meses ou se estender até 2 anos (ABDUL-RASOUL et a., 2006; MUHAMMAD et al., 1999).
Neste periodo as doses de insulina podem ser drasticamente reduzidas ou até retiradas. E,
embora 0s mecanismos que regem esse aumento na funcionalidade das células beta
pancredticas residuais ainda sejam mal compreendidos, postula-se que o inicio do tratamento
com insulina parece aliviar o estresse promovido pelo o constante status hiperglicémico
(BELLE; COPPIETERS; HERRATH, 2011), fato este, que parece ndo acontecer nos
individuos com idade ao diagndstico precoce.

Estudos relacionam o inicio precoce do DM1 com a rapida progressdo da
autoimunidade em algumas criancas (VAN AUTREVE et al., 2004; ZIEGLER et al., 2011).
H& uma associacdo deste fato a presenca, em particular, do gendtipo heterozigoto DR3-DQ2/
DR4-DQ8, que atuaria como um desencadeador genético da progressao da doenca, devido ao
estimulo superior tanto na progressdo do quadro hiperglicémico e consequentemente no
inflamatorio, como na alta produgdo de autoanticorpos decorrente desse processo
(DECOCHEZ et al., 2002).
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Ziegler e Bonifécio (2012), em um estudo longitudinal sobre a histéria natural da
autoimunidade a ilhota pancreatica e 0 DM1, por meio de um acompanhamento 1650 recém-
nascidos de mae ou pai com DM1 na Alemanha, demonstraram que das 156 criancas que
desenvolveram os autoanticorpos (IAA, GADA, 1A-2A ou ZnT8), as que apresentaram o
genotipo de alto risco DR3-DQ2/DR4-DQ8 possuiam uma incidéncia significativamente mais
elevada de autoanticorpos contra as ilhotas (soroconverséo) entre as idades de 9 meses a 5
anos do que as criangas sem esse genoétipo (p<0,0001 para 9 meses, p<0,0001 para 2 anos,
p=0,0006 para 5 anos).

As abordagens atuais para predi¢cdo do DM1 visam principalmente triagens genéticas
que permitam a identificacdo de marcadores fortemente associados a susceptibilidade ao
DM1, com destaque para a genotipagem da classe Il do HLA (DR-DQ), para a deteccdo de
autoanticorpos ilhota-especificos e também para deteccdo de metabdlitos provenientes da
primeira fase da producéo de insulina (peptideo C). A partir dessa triagem, propde-se que seja
possivel tanto silenciar o ataque diabetogénico por meio de intervencbes terapéuticas nos
estagios iniciais de destruicdo das células beta pancreaticas, promovendo um tratamento mais
eficaz do DM1, como também, que seja possivel a prevencdo da exposicdo a gatilhos
ambientes nos individuos com marcadores genéticos de risco identificados (BELLE;
COPPIETERS; HERRATH, 2011; NANTO-SALONEN et al., 2008).

A identificacdo de diferencas genéticas entre criancas diagnosticadas antes dos 5 anos
e apds os 5 anos de idade podera auxiliar no direcionamento das triagens e no emprego das
terapias imunes. Enquanto a triagem para o gendtipo de alto risco heterozigoto possivelmente
podera identificar individuos com rapida progressdo e maior gravidade do DM1, sendo
necessaria uma intervengdo imune direcionada e especifica para esse padréo, a identificacéo
de individuos com gendtipos moderados e baixos podera estar relacionada com um padrédo
responsivo melhor as terapias imunes, com elevados niveis de sucesso no tratamento, embora,
exista uma maior contribuicdo de fatores ambientais e de outros genes ndo-HLA nesses
individuos (NOBLE; VALDES, 2011).

Apesar do DM1 ndo possuir uma heranga genética completa e da dificuldade em se
determinar o inicio da destruicdo das células beta pancredticas, o sucesso da prevencao
depende, em primeiro lugar, de uma boa predicao/identificacdo de individuos de risco e em
segundo lugar, de intervengdes seguras que ndao causem danos naqueles individuos que néo
desenvolverdao o DM1 (BELLE; COPPIETERS; HERRATH, 2011). Nesse sentindo, o
presente estudo possibilitou um primeiro passo na predicdo futura do DM1 em criangas e

adolescentes do RN, e, ainda que a triagem genética de HLA se apresente com elevado custo
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para 0 emprego na rotina clinica no pais, sua importancia vem-se destacando, uma vez que
estima-se que a incidéncia do DM1 dobrard em criangas com idade inferior a cinco anos até
2020 em todo 0 mundo (EURODIAB Study Group, 2009).
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CONCLUSOES

Os alelos DRB1*03:01, *04:05, *04:01, *04:02; DQA1*03:01g, 05:01g; DQB1*02:01g,
*03:02; os haplétipos DRB1*03:01-DQA1*05:01-DQB1*02:01, DRB1*04:05-
DQA1*03:01g-DQB1*03:02, DRB1*04:02-DQA1*03:01g-DQB1*03:02, DRB1*04:01-
DQA1*03:01g-DQB1*03:02 e o gendtipo heterozigoto DR3-DQ2/DR4-DQ8 foram

significativamente associados com a chance de desenvolvimento do DM1;

Ja os alelos DRB1*11:01, *15:03, *15:01, *13:01; DQA1*01:02, *04:01g; *01:03;
DQB1*06:02, *03:01g, *06:03, *04:02; os haplétipos DRB1*11:01-DQA1*05:01-
DQB1*03:01, DRB1*13:01-DQA1*01:03-DQB1*06:03 e 0 genétipo DRX-DQX/DRX-
DQX, formado por outros hapl6tipos que ndo DR3-DQ2 ou DR4-DQ8 foram
significativamente associados a protecdo ao desenvolvimento do DM1;

Estes resultados confirmam a forte contribuicdo genética da classe Il do HLA (DR-DQ)
para a susceptibilidade ao DM1 em uma populacdo norteriograndense de criangas e

adolescentes;

Apesar da grande miscigenacdo racial brasileira, até em nivel regional, estes resultados
sdo semelhantes a maioria dos alelos, haplétipos e genétipos de HLA classe Il
relacionados a susceptibilidade ou protecdo ao DM1, extensivamente descritos na

literatura para a populacgéo caucasiana;

Criancas com idade ao diagnostico inferior a 5 anos de idade apresentaram
significativamente maior frequéncia do gendtipo heterozigoto DR3-DQ2/DR4-DQ8,
formado pela combinacdo dos haplétipos de susceptibilidade HLA-DRB1*03-
DQA1*05:01g-DQB1*02:01/DRB1*04-DQA1*03:01g-DQB1*03:02, quando
comparada as criangcas com idade ao diagnostico superior a 5 anos de idade. A presenca
deste genotipo conferiu trés vezes mais chances em desenvolver o DML1 antes dos 5 anos

de idade do que aquelas com idade superior a 5 anos;

Esses resultados demonstram também forte envolvimento do perfil genético da classe 11
do HLA para esta faixa etaria, que estaria relacionada possivelmente com a gravidade e a
rapida progressdo para o inicio do DM1. Podendo ser empregado em triagens genéticas

quer possibilitem a predi¢do do DM1.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO

MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE - UFRN
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto de pesquisa: Estudo da associacdo dos genes HLA, TLR2, TLR4, MyD88 e de
citocinas pré-inflamatorias com o diabetes tipo 1 e a nefropatia diabética.

Meu nome € Adriana Augusto de Rezende, sou professora da Faculdade de Farmacia
da Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN) e estou convidando seu filho (a)
para participar do projeto de pesquisa que estou desenvolvendo com a equipe de Hospital de
Pediatria Professor Heriberto Bezerra (HOSPED). A pesquisa esta sendo realizada em
colaboracdo com pesquisadores da Faculdade Ciéncias Farmacéuticas/USP. Esta pesquisa tem
como objetivo avaliar as alteracdes bioquimicas e moleculares (DNA, RNA e proteinas) no
sangue e na urina de pacientes com diabetes tipo 1 e individuos saudaveis. O DNA ¢é uma
substancia que esta dentro da célula e que herdamos de nossos pais e transmitimos aos Nnossos
filhos. Estudaremos determinados “pedacinhos” desse DNA (cientificamente sdo chamados
de genes), que podem estar relacionados com o surgimento do Diabetes tipo 1 e suas
complicagdes. Determinaremos tambeém, através do estudo do RNA e de proteinas
(substancias produzidas a partir da molécula de DNA), a expressdo destes genes (ou seja,
avaliaremos os compostos produzidos por estes pedacinhos de DNA). Caso vocé, responsavel
legal, e também a propria crianca/adolescente aceitem que ela participe desta pesquisa, vamos
coletar uma amostra de sangue (19 mL) e a amostra da primeira urina da manha dessa
crianca/adolescente para realizacdo dos testes genéticos e de dosagens bioquimicas. Além de
seu filho (a), outras cento e noventa e nove criancas/adolescentes também participardo da
pesquisa. Também sera necessario que vocé, responsavel legal, responda algumas perguntas
sobre doengas existentes nos seus familiares, medicamentos que a crianga/adolescente esta
tomando e outras informacdes relacionadas com a pesquisa.

O material bioldgico (DNA, RNA, proteina, soro e urina) obtido serd armazenado no
Laboratorio de Biologia Molecular da Faculdade de Farméacia da UFRN sob a minha
responsabilidade e para isto pedimos sua autorizagdo. As amostras de DNA e RNA serdo
enviadas para S&o Paulo para realizacdo das andlises sob a responsabilidade do Professor
Mario Hiroyuki Hirata. Apos os testes, 0 paciente podera ter acesso aos resultados atraves dos
pesquisadores envolvidos.

Caso haja interesse de realizarmos futuras pesquisas entraremos em contato com
VOCé, e somente com sua autorizacdo e a de seu filho (a), e a aprovacdo dos novos projetos no
Comité de Etica em Pesquisa realizaremos os estudos.

Serdo assegurados:

Confidencialidade do estudo: Os registros da participacdo no estudo serdo mantidos
confidenciais. Eles seréo guardados e somente os pesquisadores do Projeto terdo acesso. Cada
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pessoa participante receberd um nimero para ser utilizado na pesquisa. Se qualquer relatorio
ou artigo resultar deste trabalho, a identificacdo ndo seré revelada.

Dano decorrente da pesquisa: Em qualquer momento, se o paciente tiver algum problema
de saude decorrente da pesquisa, serd garantido atendimento médico na instituicéo.

Riscos inerentes da coleta: O risco a saude serd minimo, por causa da coleta de sangue que
pode formar uma mancha roxa (hematoma) no local da picada da agulha. Riscos esses que
serdo minimizados atraves de procedimentos de coleta cuidadosos.

Ressarcimento de despesas: O pesquisador serd responsavel pelo ressarcimento de eventuais
despesas decorrentes da pesquisa.

A participacdo neste estudo é totalmente voluntaria, podendo recusar-se fazer parte do
mesmo ou interromper se julgar conveniente, sem prejuizo para o andamento do trabalho de
pesquisa. Caso vocé tenha alguma duvida em relacéo a pesquisa pode entrar em contato com a
Profa. Dra. Adriana Augusto de Rezende ou com o Dr. Ricardo Fernando Arrais, dentro da
estrutura médico-hospitalar da HOSPED/UFRN a qualquer hora do dia (telefone:3215-4377).

Este projeto foi avaliado pelo Comité de ética em pesquisa do HUOL/UFRN.
Informacdes adicionais podem ser obtidas pelo telefone 3202-3719 ramal 276.
Consentimento para participacao

Estou de acordo com a participacdo do estudo descrito acima. Fui devidamente
esclarecido (a) quanto aos objetivos da pesquisa, aos procedimentos aos quais meu filho (a)
sera submetido (a). Foram garantidos esclarecimentos que eu venha a solicitar durante o curso
da pesquisa e o direito de desistir a qualquer momento, sem que a desisténcia implique em
qualquer prejuizo ao meu filho (@) ou a minha familia. A participacdo na pesquisa ndo
implicara em custos ou prejuizos adicionais, sejam eles de carater econémico, social,
psicolégico ou moral. Foi garantido o anonimato, o sigilo dos dados referentes a identificacdo
e 0 compromisso de que serei contactado (a) para avaliacdo de estudo futuro usando as
amostras bioldgicas obtidas nesse instante.

Natal, de de 20

Responsavel Legal do Participante

(Polegar Direito)

Pesquisador Responséavel

Assinatura



APENDICE B - FICHA PARA COLETA DE DADOS INDIVIDUAIS

» Dados do paciente
Paciente N°:

Nome completo:

Registro ambulatorial N°:
Documento de identidade N°:
Sexo:

Data de nascimento:
Endereco:

Bairro:

CEP:

Descendéncia:

Ha quanto tempo é diabético?

1) Possui alguma doenca além do Diabetes mellitus tipo 1?

1. Sim () Qual: 2. Nao ()
2) Toma medicamentos? Quais?
1. Sim () 2. Nao ()

3) Pratica exercicio aerébico?
1.Sim () 2. Nao ()
Qual freqiiéncia?

NO
Cidade:
Telefone:

Naturalidade
Paciente:
Pai:

Mae:

1. Minima () 2. Leve () 3. Moderada () 4. Intensa ()

> Historico familiar

1) Possui algum parente com:

1. Diabetes mellitus () 2. Obesidade () 3. Hipertenséo ()
4. Doenca cardiovascular () 5. Hipercolesterolemia () 6. Tiredide ()
7. Doenca Ossea () 8. Néo tem () 9. Né&o sabe ()

2) Quem?
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» Exames fisicos

Peso (KQ):

Altura (m):

IMC:

Pressdo arterial (mmHg):
Dosagem de insulina:

Classificacdo de Tanner:

» Classificacdo Econémica

Posse de itens Nao tem TEM (quantidade)

1 2 3 4
Televisores em cores 0 1 2 3 4
Videocassete/DVD 0 2 2 2 2
Réadios 0 1 2 3 4
Banheiros 0 4 5 6 7
Automoveis 0 4 7 9 9
Empregadas mensalistas 0 3 4 4 4
Maquinas de lavar 0 2 2 2 2
Geladeira 0 4 4 4 4
Freezer (*) 0 2 2 2 2

(*) Independente ou a 22 porta da geladeira

Grau de Instrucéo do chefe da familia

Nomenclatura antiga

Pontos Nomenclatura atual

Analfabeto/Primario incompleto

Primario completo
Ginasial completo
Colegial completo

Superior completo

0

1
2
4
8

Analfabeto/até 3?2 série fundamental
42 s¢rie fundamental

Fundamental completo

Médio completo

Superior completo

Pontuacao:

Classificagao:
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ANEXO 1 - PARECER CONSUBSTANCIADO FINAL DA AVALIACAO
DO PROJETO PELO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA UFRN

MINISTERIO DA EDUCAGAO
¥ UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE

2~ COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO HOSPITAL UNIVERSITARIO ONOFRE LOPES
=~ (CEP-HUOL)

CERTIFICADO

0 Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Onofre Lopes (CEP-HUOL), devidamente
reconhecido pela Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP/MS), analisou o projeto:

Titulo: Estudo das associagdes dos genes HLA, TLR2, TLR4, MyD88 e de citocinas pro-
inflamatérias com o diabetes tipo 1 e a nefropatia diabética.

Protocolo - 307/09.

Pesquisador Responsavel: Adriana Augusto de Rezende.

Este projeto foi aprovado em seus aspectos éticos e metodoldgicos, incluindo o Termo de
Consentimento Livie e Esclarecido de acordo com as diretrizes da Resolugdo 196/96 e
complementares do Conselho Nacional de Satde, Ad Referendum. Toda e qualquer alteragdo no
projeto/protocolo de pesquisa, assim como eventos adversos que venham a ocorrer deverio ser
comunicados oficialmente e imediatamente ao CEP-HUOL. O relatério final do projeto ou a copia de
sua publicagdo devera ser encaminhado ao CEP/HUOL apés o término do estudo, conforme
cronograma, com a respectiva copia da folha de rosto.

Natal, 1 de Julho de 2009.

. Maria Sanali M. de Oliveira Paiva
Coordenadora do CEP-HUOL

Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Onofre Lopes (CEP-HUOL) - Av. Nilo Peganha 620,
Petrpolis, Natal-RN, 59.012-300. Fone: 84-32023719 Ramal 242. email: cephuol@reitoria.ufrn.br



ANEXO 2 - PARECER CONSUBSTANCIADO DA COMISSAO DE

ETICA EM PESQUISA DO HOSPED

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE
HOSPITAL DE PEDIATRIA PROF. HERIBERTO BEZERRA
DEPARTAMENTO DE PEDIATRIA

Natal, 25 de maio de 2008

PARECER

CP-HPHFB-PROJETO N°. §5/2009

O Projeto de Pesquisa intitulado “Estudo das Associagdes dos genes HLA, TLR2, TLR4, MyD88 e
de citocinas proé-inflamatérias com o diabetes tipo 1 e a nefropatia diabética”, orientado pela Prof®. Dr?.
Adriana Augusto de Rezende foi avaliado e cadastrado ;)ara execugdo dentro de estrutura do Hospital de
Pediatria Prof. Heriberto Ferreira Bezerra sem restrigées.

Anali

Projeto de grande importancia para a caracterizagéo genética de nossa populagéo-alvo, e com possivel
beneficio pratico na condugdo da doenga em nivel individual. A colaboragéo de professores de renome
nacional e internacional da ampla sustentagao & estrutura e desenvolvimento do estudo, que tem financiamento
ja garantido e certamente dara origem a material cientifico de qualidade para publicagédo em revistas de alto
impacto, projetando o servigo e seus colaboradores, e qualificando ainda mais nossa estrutura como produtora
de conhecimento académico de ponta. Nao visualizo pontos negativos no projeto.

O pesquisador devera reportar-se ao Chefe do setor da enfermaria/ambulatério, que devera ser
previamente notificado sobre as atividades. Recomendamos que os académicos envolvidos na realizagéo do
mesmo devam estar identificados por jaleco e cracha, bem como se apresentar ao chefe/plantonista do setor no
dia em que forem realizar a pesquisa.

Solicitamos aos Responsaveis pela pesquisa que apresentem parecer da comisséo de ética e informem

a comissao o término, se possivel com resultados e conclus@o da mesma.

i N‘g'\‘é
Atenciosamente, \'\‘3“626 e
of® 4P
;;(\09‘; 3 a1
(A

- !
‘RigaiﬁgFé?l?ando Arrais
Coordenador da Comisséo
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ANEXO 3 - PARECER CONSUBSTANCIADO DA COMISSAO DE
ETICA EM PESQUISA DO HOSPED

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO NORTE
HOSPITAL DE PEDIATRIA PROF. HERIBERTO BEZERRA
DEPARTAMENTO DE PEDIATRIA

Natal, 27 de marco de 2012

PARECER

CP-HPHFB-PROJETO N° 09/2012

O Projeto de Pesquisa intitulado “Estudo dos genes do complexo HLA associados
a susceptibilidade ao DM1 e suas complicagées”, coordenado pela Professora Adriana
Rezende, foi avaliado e cadastrado para execucdo dentro de estrutura do Hospital de
Pediatria Prof. Heriberto Ferreira Bezerra sem restricbes, desde que aprovado pela
Comissao de Etica em Pesquisa/UFRN. :

O projeto apresentado est4a bem elaborado e abordara um tema relevante, ndo ha

pontos negativos a serem considerados, e apenas vantagens para a instituicdo e para os

profissionais do setor.

Concluséo da Comisséo: Favoravel a execucdo do projeto.

Atenciosamente,

do Mslo
Posquiss - HOSPFD

Aurea Nogueira de Melo

Coordenadora da Comiss&o de Pesquisa
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ANEXO 4 - CRITERIO DE CLASSIFICACAO ECONOMICA BRASIL

Renda média familiar

Classe Pontos Valor bruto em R$
Ano base 2010

Al 42 - 46 12.926
A2 35-41 8.418
B1 29 - 34 4.418
B2 23 - 28 2.565
C1 18 - 22 1541
C2 14-17 1.024
D 8-13 714

E 0-7 417

Fonte: ABEP - Associacdo Brasileira de Empresas de Pesquisa — 2012 — www.abep.org —

abep@abep.org. Dados com base no Levantamento Sécio Econdmico 2010 - IBOPE
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