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O diabetes mellitus Tipo 1 (DM1) ou insulino-dependente € uma doenca

autoimune de etiologia desconhecida, na qual fatores genéticos e ambientais

desempenham papel relevante no seu desencadeamento. O DM1 afeta individuos

geneticamente susceptiveis e se manifesta clinicamente quando ocorre uma



destruicdo significativa das células beta pancreaticas, levando a uma severa
insulinopenia.

Diversos trabalhos tém sugerido a existéncia de uma ligagdo genética
entre susceptibilidade ao DM1 com a regido HLA (Antigenos Leucocitarios
Humanos), assim como com o gene CTLA-4 e com o gene da insulina. Neste
trabalho estudamos a relagao entre polimorfismos presentes nos genes citados
com a predisposicdo genética ao DM1 assim como a influéncia destes
polimorfismos com a idade de manifestacdo da doenca.

A analise dos alelos do locos HLA confirmou a importancia dos alelos
DQB1*02, DQB1*0302 e DQA1*03 na predisposicdio ao DM1. Também
observamos a importancia de DQB1*0301 na protecéo contra o desenvolvimento
da doencga. Utilizamos a analise fatorial discriminante para verificar o poder de
discriminagdo dos marcadores estudados, ou seja, para verificar se baseado
apenas nos dados moleculares obtidos se conseguiriamos discriminar os
individuos testados em diabéticos e nao diabéticos. A analise revelou que os
alelos de predisposigao do locos HLA DQA1 consegue discriminar sozinho 71,3%
dos individuos entre diabéticos e ndo diabéticos. Junto com os alelos de
predisposicao do locos HLA DQB1 este poder de discriminacdo sobe para
82,47%.

Utilizando a analise de componentes principais foi possivel verificar uma
associagao negativa entre o alelo de predisposi¢cao genética do gene CTLA-4 e a
idade de manifestagdo da doenga. Isto significa que individuos que possuem este

alelo de predisposicédo tendem a desenvolver diabetes mais precocemente.

INTRODUGAO:

Diabetes € uma doenga caracterizada por hiperglicemia crénica e

desordem de carboidratos, lipides e proteinas e € associado com desenvolvimento



de complicagdes microvasculares e doengas macrovasculares (Pickup &Williams,
1991).

O diabetes foi reconhecido como uma sindrome em 1875 por Bouchard,
que o classificou como “diabéte maigre” e “diabéte gras” os dois tipos de
manifestagdo clinica com diferentes prognodsticos e diferentes tratamentos. No
século 20, o diabetes foi classificado de acordo com a idade de surgimento ou
severidade do disturbio metabdlico, usando termos como “juvenil’, “da
maturidade”, “estavel” e “instavel”. Varias descobertas e conhecimentos adquiridos
levaram a Organizagdao Mundial de Saude (OMS) em 1985 a classificar o Diabetes
Mellitus da seguinte maneira (WHO Study Group, 1985):

. Diabetes Mellitus nao insulino dependente : (a) ndo obeso e (b) obeso,

-_—

2. Diabetes Mellitus gestacional,

3. Diabetes Mellitus associado a ma nutricéo,

4. Outros tipos de Diabetes Mellitus associada com condi¢cdes especificas
e sindromes,

5. Diabetes Mellitus insulino dependente,

O diabetes mellitus ndo insulino dependente ou diabetes tipo 2 é a forma
mais comum de diabetes, afetando 1 a 2% da populagdo caucasiana (Mather,
1985) e chegando a 5% em paises em desenvolvimento como a india (Zimmet,
1983). Este tipo de diabetes ocorre predominantemente em adultos e estes
individuos ndo sdo dependentes de insulina exdégena, sendo que a maioria deles
apresenta niveis elevados de glicose, insulina, lipideos além de hipertensédo. O
diabetes tipo 2 geralmente estd associado e defeitos no receptor de insulina
(Greenspan & Baxter, 1994)

Em algumas populagbes a presenca de efeito fundador pode ser
demonstrada, como por exemplo, na ilha de Nauru no pacifico Sul, onde 85% da
populacdo acima de 60 anos possui diabetes tipo 2 (Serjeantson et al., 1983). E
interessante notar que em populagdes onde existem uma alta incidéncia de
diabetes tipo 2 a distribuicdo dos niveis séricos de glicose tendem a ser bimodais

(Nauru e indios Pima), sugerindo defeito em um unico gene (Fajans, 1987).



A base genética do diabetes tipo 2 € demostrada pela alta taxa de
concordancia entre gémeos monozigéticos, que chega a ser de 91%, sendo que
mesmo entre os gémeos n&o concordantes na doencga classica, algum tipo de
anormalidade metabdlica é encontrada (Gottieb et al., 1968, Barnett et al., 1981).
A heranga do diabetes tipo 2 € aparentemente poligénica na maioria das familias
analisadas, com excecao de um tipo raro de diabetes tipo 2 chamado MODY
(maturity-onset diabetes of the young), uma doenga causada por um defeito no
gene da glucoquinase, e que é transmitida de forma autossObmica dominante
(Tattersal, 1974, Winter, 1987).

O diabetes mellitus gestacional € definido como o diabetes que inicia ou é
reconhecido durante a gravidez, geralmente apdés a 24° semana gestacional.
Aproximadamente 50% das maes que desenvolvem diabetes gestacional revertem
ao estado normal apods o parto, contudo a doenga pode reaparecer em gestagoes
subsequentes. No primeiro trimestre de gravidez nao diabética, a agdo da insulina
€ intensificada por estrégenos e progesterona e os niveis séricos de glicose
tendem a cair. No final da gravidez, de maneira inversa ao inicio a tolerancia a
glicose fica ligeiramente reduzida e os niveis de insulina aumentam, sugerindo
uma resisténcia a este horménio, sendo que esta resisténcia parece ser um
fendbmeno pos receptor. Alguns investigadores recomendam insulinoterapia no
diabetes gestacional (Foster & Wilson, 1988).

Permanece ainda a duvida se o diabetes gestacional se caracteriza por
mulheres gravidas que apresentam tolerancia a glicose somente em funcdo da
gravidez ou se esta gravidez induziria o aparecimento de uma propensao a
intolerancia a glicose que, desta forma, se apresentaria mais tarde, no estado de
ndo gravidez ou imediatamente apos o parto (Landon et al., 1992)

Algumas outras sindromes podem ocasionar diabetes mellitus, entre elas
podemos citar hemocromatose, fibrose cistica, sindrome de Berardinelli-Seip,
Acromegalia, Sindrome de Cushing (Starkman et al., 2004, Gomes et al., 2004,
Catargi et al. 2003). Nestes casos a prevaléncia e influéncia de fatores genéticos e
ambientais dependem da sindrome especifica que ocasionou o diabetes (Kozak et
al., 1985, Endreffy et al., 1997).



O diabetes mellitus associado a ma nutricdo (MRDM) possui etiologia e
patogénese heterogéneas. Ocorre principalmente em paises tropicais sub-
desenvolvidos, afetando adolescentes mal nutridos e jovens adultos. Sua
prevaléncia ndo esta estabelecida e pode ser classificada em diabetes pancreatica
fibrocalculosa e diabetes pancreatica deficiente de proteina. As duas
manifestagdes da doenga estdo associadas a estados nutricionais (Abu-Bakare et
al., 1986)

O tipo mais severo de diabetes mellitus é o diabetes mellitus Tipo 1. O
diabetes mellitus Tipo 1 (DM1) ou insulino-dependente € uma doenga autoimune
de etiologia desconhecida, na qual fatores genéticos e ambientais desempenham
papel relevante no seu desencadeamento (Cahill et al., 1981). O DM1 afeta
individuos geneticamente susceptiveis e se manifesta clinicamente quando ocorre
uma destruigdo significativa das células beta pancreaticas, levando a uma severa
insulinopenia (Nerup et al., 1988).

A incidéncia e a prevaléncia de DM1 varia em diferentes paises e
populacdes, geralmente com um gradiente Norte/Sul (Karvonen et al., 1993),
como exemplos podemos citar a alta incidéncia em paises como a Finlandia e
Suécia (30 a 40 individuos diabéticos por 1000.000 habitantes) e baixa incidéncia
em paises como o Japao (1/100.000).

Do ponto de vista patoldgico, a lesao estrutural que ocorre na célula beta
€ irreversivel, e o tratamento € direcionado para aliviar os sintomas, restaurar a
euglicemia e prevenir as complicagdes agudas e crénicas que contribuem para o
aumento da morbidade e mortalidade da doenca.

Varias sao as evidéncias de que a destruigcdo das células beta no DM1
seria um processo autoimune, dentre elas podemos citar a presencga de infiltrado
de linfécitos no péancreas (insulite), as multiplas anormalidades no sistema
imunoldgico como presengca de autoanticorpos como anti-GAD, anti-lIA2, anti-
insulina e anti-ilhota. (Greenspan & Baxter, 1994, Pardini et al., 1999), e a
interrupcdo da progressado da deficiéncia de insulina em animais com o uso de

imunossupressores (Todd, 1990).



No inicio dos anos 80, foi introduzido o conceito de que as alteracbes
imunoldgicas e metabdlicas encontradas nos pacientes DM1 teriam ocorrido varios
anos antes do aparecimento da hiperglicemia sintomatica (Gorsuch et al. 1981).
Segundo este conceito, o desenvolvimento do DM1 pode ser dividido em seis
estagios (Eisenbarth, 1986). O primeiro estagio seria a predisposicdo genética,
onde o individuo possuiria o(s) alelos(s) do(s) gene(s) que conferem
susceptibilidade para desenvolver a doenga. O segundo estagio seria
caracterizado por fatores ambientais que desencadeariam o diabetes. No terceiro
estagio, alteragdes imunoldgicas ocorreriam e anticorpos contra células beta
poderiam ser detectados, porém a secrec¢ao de insulina ainda estaria normal. No
quarto estagio, ocorreria uma perda gradual da secre¢ao de insulina, mas, a
glicemia permaneceria normal. O quinto estagio seria caracterizado pela
apresentacado clinica do DM1, onde o peptideo-C ainda estaria presente
representando uma secregdo de insulina residual. Enfim, no sexto estagio,
ocorreria a destruicdo completa das células beta e o peptideo-C ndo seria mais
detectavel. Este periodo que precede o aparecimento do diabetes clinico é
chamado de pré-diabetes.

Alguns trabalhos realizados com o camundongo NOD (nonobese
diabetic mouse) (Leiter, 1997), um modelo animal que desenvolve diabetes
autoimune espontaneamente semelhante a DM1 dos humanos, mostraram que a
tolerizacdo com algumas substancias como analogos inativos de insulina e
descarboxilase do acido glutamico (GAD), podem adiar ou prevenir o surgimento
de DM1 quando administradas na fase de pré-diabetes (Petersen et al., 1994;
Karounnos et al., 1997).

Outro modo de prevencgédo contra o surgimento de DM1 em individuos
susceptiveis seria a estratégia terapéutica proposta pelo DPT-1 (Diabetes
Prevention Trial) um consoércio norte americano formado por varios centros
médicos (Wilson et al. 2001). Neste caso, sao realizadas aplicagdes subcutaneas
e endovenosas por quatro dias, durante nove meses, de insulina em baixas
dosagens. Em uma triagem piloto, essa terapia preveniu o surgimento de DM1 em

80% dos individuos geneticamente susceptiveis (Keller et al., 1993).
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Ainda em relagdo a um tratamento preventivo, foi demonstrado que
terapia com imunoglobulina intravenosa tem um efeito benéfico no curso natural
do desenvolvimento do DM1 (Colagiuri et al., 1996).

Trabalhos recentes mostraram que a terapia celular, utilizando células
tronco tanto adultas quanto embrionarias, provavelmente sera a grande conquista
para o tratamento do diabetes tipo 1. Células tronco estdo sendo utilizadas para
reposicdo de ceélulas produtoras de insulina e para diminuicdo de reagao
autoimune, tanto em cobaias quanto em humanos, com resultados bastante
satisfatorios (Heit et al., 2004, Zalzman et al., 2003, Burt et al., 2002).

Para que os tratamentos de prevengdo ao surgimento de DM1 sejam
eficientes € necessario que eles sejam iniciadas ainda no primeiro estagio da
doencga, antes do inicio do desenvolvimento dos fendmenos imunologicos de
destruicdo das células beta. Para isto, estudos genéticos de predisposicdo se
fazem necessarios no intuito de se identificar corretamente os individuos
geneticamente predispostos.

Evidéncias do envolvimento genético na etiologia do DM1 podem ser
observadas através estudos de gémeos, estudos em familias com alto numero de
diabéticos e em populagbes com alta prevaléncia da doenga. Entre gémeos
monozigoticos ha uma concordancia de 30-50% em relagdo a manifestagcao da
doenca. A taxa de discordancia sugere que o DM1 é multifatorial onde fatores
ambientais sdo determinantes para o desenvolvimento da doencga (Barnet et al.,
1981).

Diversos trabalhos tém sugerido a existéncia de uma ligagdo genética
entre susceptibilidade ao DM1 com a regido HLA (Antigenos Leucocitarios
Humanos). A regido de HLA é um cluster de genes presentes no cromossomo 6
que codificam glicoproteinas encontradas na superficie da maioria das células.
Sao estas proteinas que auxiliam o sistema imunoldgico a distinguir o que é
préprio do organismo (por exemplo, células beta do pancreas) do que é exdégeno
(proteinas de virus e bactérias).

Os genes de HLA codificam proteinas do chamado “complexo maior de

histocompatibilidade” ou MHC. Existem duas classes principais de proteinas MHC,;
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o MHC de classe |, presente no interior das células e o MHC de classe Il, expresso
na superficie celular. Em teoria, as células do sistema imunoldgico, em especial as
células T, auxiliadas pelas proteinas codificadas por genes de HLA, deveriam se
ligar apenas a proteinas exogenas. Entretanto, em algumas ocasides, estas
células acabam se ligando a proteinas proprias do organismo, ocasionado as
chamadas doencas autoimunes, como o DM1.

Existem varios genes de HLA, cada um chegando a possuir dezenas de
alelos, o que permite que existam inumeros tipos diferentes de proteinas de MHC
(Thorsby, 1974). Alguns genes de HLA estdo particularmente envolvidos na
patogénese do DM1. Sabe-se que grande parte dos pacientes com DM1 possuem
alelos de predisposi¢cao genética do HLA DRB1, principalmente os alelos de
DRB1*04, sendo entdo considerados de alto risco para desenvolvimento de DM1
(Rewers et al., 2003, Rouek et al., 2002).

Analises de polimorfismo de fragmentos de restricdo (RFLP) tém
demonstrado que ha maior associacdo de desenvolvimento de DM1 com
moléculas codificadas pelo locos HLA-DQ do que o HLA-DR (Kim et al., 1985).
Evidéncias confirmando este fato demonstram que a auséncia do acido aspartico
na posigcao 57 da cadeia DQB esta positivamente relacionada ao DM1 (Todd e al.,
1987). Também ja foi demonstrado que, da mesma forma que DQB, a cadeia DQ-
a contendo arginina na posi¢cao 52, esta associada a susceptibilidade ao DM1
(Khalil, 1990). Contrariamente a predisposigcdo associada aos locos de HLA
DRB1*04, alguns alelos do locos de HLA DRB1*02 associados principalmente
com DQB1*0602 estdo relacionados com uma protegdo ao surgimento de DM1
(Thai e Al. 1993).

Estudos tém demonstrado que além do HLA, outros fatores genéticos
estdo relacionados com a predisposicdo ao surgimento e desenvolvimento de
DM1. Atualmente ja existe aproximadamente dezoito locos associados a
predisposi¢cao genética ao surgimento da doenca (Buzzeti e al., 1998; Esposito e
al.,1998). Os diferentes locos foram classificados de acordo com a tabela

mostrada abaixo.
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LOCUS CROMOSSOMO GENE OU MARCADOR

IDDM1 6p.21 HLA

IDDM2 11p15.5 INS-VNTR (insulina)

IDDM3 15926 D15S107

IDDM4 11913.3 FGF3, D11S1917

IDDM5 6925 ESR, MnSOD

IDDM6 18g12-921 Kidd locus, D18S64

IDDM7 2931-33 D2S152

IDDM8 6925-27 D6S281

IDDM9 3921-25 D3S1303

IDDM10 10p11-q11 D10S193

IDDM11 14924.3-q31 D14S67

IDDM12 2933 CTLA-4

IDDM13 2934 D2S137

IDDM14 Nao determinado N&o determinado

IDDM15 6921 D6S283

IDDM16 14q32.3 Imunoglobulina de cadeia
pesada

IDDM17 q10 N&o determinado

IDDM18 g5 ILB12

Dentre os locos listados acima, os que sdo possuem maior associagao
com predisposigao genética ao DM1, além do locos de HLA séo os relacionados
com o gene CTLA-4 (IDDM12) e com o gene da insulina (IDDM2)(Anjos et al.,
2004a, Rollandsson at al. 2003)

Outro locus bastante importante na susceptibilidade ao desenvolvimento
do DM1 é o INS-VNTR (IDDM2). Este é um minissatélite localizado no brago curto
do cromossomo 11, entre o gene da tirosina hidroxilase e o gene da insulina. Foi
descrito que a protegcao ou a predisposicao genética ao surgimento da doenga
também esta relacionada ao gendtipo encontrado para o INS-VNTR e que ele teria
papel regulatério na expressao do gene da insulina (Owerbach et al., 1993). Além
deste minissatélite, outros polimorfismos de base unica no gene da insulina estéo
relacionados ao surgimento e desenvolvimento do DM1. Como exemplo de um
desses polimorfismos podemos citar a perda do sitio de restricdo para a enzima
Mspl na posicao 2221 na regido 5’ do gene da insulina (-2221 Mspl )(Stead et al.,
2000, Haller et al., 2004).
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O gene CTLA-4 (Cytotoxic T Lymphocyte Associated antigen-4) também é
descrito como um dos genes mais fortemente associados na predisposigao
genética ao DM1 (Anjos et al., 2004b, Haller et al., 2003). O gene CTLA4 esta
localizado na regiao cromossdmica 2933 e codifica um receptor de células T. Seu
produto esta envolvido no controle da proliferagdo de células T e na apoptose
mediada por esta célula. Deste modo, o gene CTLA-4 é um forte candidato a
doencas autoimunes mediadas por células T como o DM1 (Marrom et al., 1997).
Dentre estes polimorfismos, destaca-se a transicdo de uma adenina para uma
guanina (A-G) na posicdo 49 no primeiro exon do gene CTLA-4 e um
microssatélite do tipo (AT)n na extremidade 3" do mesmo (Fajardy et al., 2002;
Abe et al., 2001).

Recentemente varios trabalhos surgiram buscando estabelecer uma
relacdo funcional entre alguns genes e a DM1. Entre os genes estudados
podemos citar o SUMO-4 (Small Ubiquitin-Related Modifier 4) uma variante da
familia de genes SUMO (Boggio et al.,2004.). Esses genes estdo relacionados
com a localizagao, marcagao e estabilidade de proteinas celulares. Uma mutagao
denominada M55V (substituigdo de um metionina por uma valina na posigéo 55)
gera um aumento de expressdao de uma proteina do tipo HSP (Heat Schok
Protein) em células beta pancreédticas. Anticorpos anti proteina HSP sao
encontrados em pacientes com doencgas aitoimunes como DM1 (Bohren et al.,
2004, Jones et al., 1993). Um segundo gene seria o T-bet (T-box transcription
factor gene) cujo produto génico contribui para a indugao de interferon Gama por
linfécito T helper (Sasaki et al., 2004). Estudos sugerem que mutag¢des no gene T-
bet podem ocasionar uma perda do controle das reagdes autoagressivas de
linfécitos T CD8, gerando assim um processo autoimune (Juedes et al., 2004).

Outra caracteristica interessante do ponto de vista clinico da DM1 é a
idade de manifestagcao da doenca. Apesar de ser caracterizada pela manifestacao
durante a infancia e a adolescéncia, esta idade pode variar desde algumas
semanas de vida até depois dos vinte anos. Alguns trabalhos foram feitos no

intuito de verificar uma possivel associagao entre a presenca de um ou mais alelos
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de predisposicao e a idade de manifestagdo do diabetes (Valdes et al., 1999,
Murao et al., 2004, Pitkaniemi et al., 2004).

Varios estudos em diversas populagbes do mundo tém mostrado a
associacgao entre os alelos de HLA, o gene CTLA-4 e os polimorfismos na regiao
5’ do gene da insulina com o risco de desenvolvimento de DM1 (Mein et al., 1998;
Donner et al., 1998). Entretanto, devido ao alto polimorfismo destes marcadores,
cada populagao estudada mostra um perfil diferente de associagdo com a doencga.

Na populagcdo brasileira, caracterizada pela sua alta heterogeneidade,
poucos estudos foram realizados procurando elucidar a associagao entre
marcadores genéticos e predisposi¢do ou protecdo genética ao desenvolvimento
de DM1 e estes estudos sao limitados ao locos HLA (Marques et al., 1998, Volpini
et al., 2001, Eizirik et al., 1987).

O estudo de alguns marcadores de predisposicdo conhecidos, aliado ao
fato que a DM1 possui um periodo prodrémico de longa duragdo, oferece a
possibilidade de identificarmos em uma populagao, individuos com predisposi¢cao
genética ao desenvolvimento de DM1 antes mesmo que este entre no segundo
estagio do desenvolvimento do diabetes, ou seja, antes que se inicie a perda de
células beta. Esta deteccdo precoce possibilitaria o inicio de tratamentos clinicos
que visam retardar ou mesmo impedir o surgimento da doenca.

Em nosso trabalho procuramos estabelecer, utilizando a freqléncia dos
alelos dos locos HLA DQB1, DQA1, DRB1, do polimorfismos 49 A- G do gene
CTLA-4 e do polimorfismo —2221 Msp | do gene da insulina em individuos
afetados e nao afetados pelo DM1, quais seriam os principais marcadores
genéticos que estariam envolvidos na predisposicdo genética do DM1 e
eventualmente estariam envolvidos na idade de manifestagao da doenca,

Para a determinacdo da predisposicdo genética ao DM1, utilizamos o
método de Woolf (Woolf, 1955). Este determina o risco relativo do surgimento da
doenca baseado na frequéncia alélica dos marcadores estudados entre individuos
afetados e nao afetados pelo diabetes. A analise fatorial discriminante foi utilizada
para separar os individuos analisados em diabéticos e nao diabéticos baseados

somente nos dados da analise molecular. A proposta desta analise €, com base
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na presenca e auséncia de alelos de risco, verificar se os grupos inicialmente
propostos (pacientes e controles) sdo realmente distintos entre si. Ao definir um
grupo, a analise permite verificar quais, dentre os marcadores genéticos
estudados, os que mais caracterizam ou discriminam este grupo.

Além disto, utilizando uma ferramenta estatistica denominada analise
fatorial de componentes principais (Pearson, 1901), estabelecemos a relagdo dos
alelos dos locos HLA DQB1, DQA1, DRB1, do polimorfismo 49 A- G do gene
CTLA-4 e do polimorfismo —2221 Msp | com a idade de manifestacdo de DM1.

A analise fatorial de componentes principais permite que um certo numero
de variaveis seja analisado concomitantemente. Isto torna possivel verificar as
relagbes existentes entre elas por meio de uma abordagem descritiva, onde
através de um modelo grafico, podemos observar o comportamento de cada
variavel em relagéo as demais (Person, 1901, Hoteling, 1933).

Os resultados destes estudos, assim como sua metodologia e conclusdes
estdo apresentadas nos dois trabalhos que se seguem. No primeiro trabalho
estabelecemos os riscos relativos de desenvolvimento de DM1 através das
freqUéncias alélicas dos marcadores genéticos estudados em pacientes e
controles.

No segundo trabalho, analisando apenas individuos diabéticos,

relacionamos os marcadores genéticos com a idade de surgimento da doenca.

Artigo 1
Type 1 diabetic susceptibility encode by HLA, CTLA-4 and insulin gene in
Brazilians subjects.

Ferreia ACS ", Gomes KB **, Sampaio 1B, Pardini VC? Godard ALB'
1-Departamento de Biologia Geral, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de Minas
Gerais.

2-Departamento de Zootecnia, Escola de Veterinaria, Universidade Federal de Minas Gerais.
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Abstract

Type 1 diabetes mellitus (T1DM) results from a cellular-mediated autoimmune destruction of 3-cells
of the pancreas. The HLA region accounts for approximately 50% of the genetic susceptibility to
T1DM (8, 9), suggesting that the sum of the effects of other susceptibility loci is, approximately, as
great as the HLA effect. There are several candidate gene regions for T1DM susceptibility. In the
Brazilian population, which is characterized by its great heterogeneity, only HLA has been studied.
The aim of this study was to expand the analysis of effect of HLA, CTLA-4 and promoter region of
insulin gene (polymorphism -2221 Msp /) on T1DM in Brazilians.

Ours results show that, in the analyzed individuals, the main predisposition alleles are DQB1*02
(RR=4.66), DQB1*0302 (RR=3.84) and DQA1*03 (RR=3.0). CTLA-4 and -2221 Msp | has no
significant association with genetic predisposition to T1DM. The discriminating factorial analysis
performed shows that the markers that best characterize and discriminate the two studied groups
(diabetic and non diabetic) are DQA1 and DQB1.

Introduction

Type 1 diabetes mellitus (T1DM) results from a cellular-mediated autoimmune
destruction of B-cells of the pancreas (1). Although T1DM has always been
recognized as a childhood disease, recent epidemiological studies have indicated
that the incidence is comparable in adults (2). There is an enormous variation in
the worldwide incidence of T1DM. In Finland, the incidence is 30-40 per 100,000
inhabitants, but in Japan this incidence is 1 per 100,000 inhabitants (3,4). In
Brazilian populations the value was estimated at 7.6 per 100,000 inhabitants (5, 6).
Susceptibility to T1DM involves both genetic and environmental components.
Genetic associations with T1DM were observed almost 30 years ago (7), but the

full knowledge of genetic susceptibility loci has not yet been elucidated.
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The HLA region accounts for approximately 50% of the genetic susceptibility to
T1DM (8, 9), suggesting that the sum of the effects of other susceptibility loci is,
approximately, as great as the HLA effect.

There are several candidate gene regions for T1DM susceptibility. However, many
of the candidate gene regions were not associated with T1DM in various
populations studied (10). For example, outside the HLA region, there are two gene
regions that appear to have a stronger effect in T1DM. The cytotoxic T lymphocyte
associated antigen-4 (CTLA-4) gene is on the chromosome 2q33 region. It
encodes the T cell receptor involved in the control of T cell proliferation and
mediates T cell apoptosis. This gene is a strong candidate for T cell-mediated
autoimmune diseases like T1DM (11, 12). There is a polymorphism in exon 1 at
position 49 (A—G) that encodes for threonine (Thr) or alanine (Ala), respectively
(13, 14). The CTLA-4 G allele has been associated with T1DM in many populations
(15, 16, 17, 18).

A second region is the insulin gene localized on human chromosome 11p15.5.
There are some polymorphisms in this gene which have been reported to be in a
strong association with T1DM (19, 20). The association between the promoter
region of the insulin gene and the CTLA-4 polymorphism may vary among
populations. (21, 22, 23).

In the Brazilian population, which is characterized by its great heterogeneity (24),
only HLA has been studied in association with T1DM in several works (25, 26, 27,
28, 29). Volpini et col., using affected family-based controls (AFBAC) method to
study 56 Southeastern Brazilian families, showed increased frequencies of the

DRB1*03-DQA1*0501-DQB1*02 and DRB1*0401-DQA1*03-DQB1*0302
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haplotypes in the patient group and a lack of significant protecting effect of the
DRB1*1501-DQA1*0102-DQB1*0602 haplotype. An apparent protection conferred
by the DRB1*13-DQB1*0301, DRB1*11-DQB1*0301, and DRB1*01-DQB1*0501
haplotypes was reported. Similar results were found in others studies.

No reports have been published on the association of the polymorphism in the
insulin gene and CTLA-4 with T1DM in the Brazilian population. The aim of this
study was to expand the analysis of effect of HLA, CTLA-4 and promoter region of

insulin gene (polymorphism -2221 Msp [) on T1DM in Brazilians.

Material and Methods:

Preparation of genomic DNA:

DNA was extracted from peripheral blood using the PUREGENEL kit. A total of 49
individuals was analyzed with clinical and laboratory diagnoses of type 1 diabetes;
they had mean age of 15.76+£1.91 and age of diabetes diagnosis of 9.75 *+ 4.15.
For the non-diabetic control group, 48 individuals without type 1 diabetes and no
family history of the disease were included with mean age of 31.2 + 5.12. For the
control we used individuals over 25 years of age, so we were more confident that
they would not develop type 1 diabetes.

Local ethic committee accepted this study.

Determination of the HLA DQB1, DQA1 and DRB1 alleles
Alleles were detected using the DELFIAT technology (Walac Oy). One microgram

of genomic DNA was utilized as a substrate for the PCR reaction of the HLA region
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of interest. For amplification of the HLA region the following primers were used: 5
GCA TGT GCT ACT TCA CCA ACG, 3’bio-CCT TCT GGC TGT TCC AGT ACT
for DQB1; 5 bio-TAT GGT GTA AAC TTG TAC CAGT, 3’ GGT AGC AGC GGT
AGA GTT G for DQA1 and 5 GTT TCT TGG AGC AGG TTA AAC A, 3’bio-CTC
GCC GCT GCA CTG TGA for DRB1.

Detection of the alleles was performed in the “Time-resolved fluorometer” —1420
VICTOR™ after hybridization with a panel of labeled probes -chelated lantanids,

Eu(lll)/Sm(lll) and Tb(lll)- and time-resolved fluorimetric detection (30, 31).

Determination of the polymorphisms at exon 1 of the CTLA-4 gene and —2221
Msp I:

For detection of the polymorphism at exon 1, position 49 (codon 17) of the CTLA-4
gene (49 A- G CTLA-4 ) and the polymorphism at 2221 upstream from the insulin
gene (-2221 Msp I) we utilized the same technology described for the HLA alleles.
For the PCR reaction we used the following primers: 5 TTC CTG AAG ACC TGA
ACA CC, 3’ bio-AAT GAC TGC CCT TGA CTG CT for CTLA4 and 5° ACC CCA
CTA CAC GCT GCT G and 3’ bio-CCC TTC AGA GAC ACC CCC A, for the -2221

Msp | polymorphism.

Statistical Analysis
Data analysis was performed using the POPGENE[D software. An odds ratio was
calculated according to Woolf’'s method and, for convention, presented as relative

risk. Utilizing the genotyping results, we performed a discriminating factorial
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analysis aiming at checking whether the two analyzed groups, diabetic and non-
diabetic, could be distinguished between themselves. A second objective would be

to find a marker or a set of markers that would best discriminate the two groups.

Results

The results obtained are shown in Tables 1, 2 and 3. Allelic frequency and relative
risk were determined for all alleles found. For the CTLA-4 and insulin gene
polymorphisms, in addition to the allele frequencies, the genotype frequencies

were also determined.

Table 1 — Distribution of HLA-DQB1, HLA-DQA1 e DRB1 allele frequencies in
diabetic and normal individuals (non-diabetic). The results were considered

significant for p<0.05.

HLA % IDDM % Control Relative Risk  p value
(2n=98) (2n=96)

DQB1*02 43.88 14.58 4.66 NS
DQB1*04 2.04 2.08 1.00 NS
DQB1*05 1.02 0.0 - NS
DQB1*0301 5.10 25.0 0.16 <0.05
DQB1*0302 25.51 8.33 3.84 <0.05
DQB1*0303 0.0 2.08 0.0 NS
DQB1*0304 1.02 1.04 1.0 NS
DQB1*0501 15.31 19.79 0.75 NS
DQB1*0502 1.02 2.08 0.49 NS
DQB1*0503 0.0 5.21 0.0 NS
DQB1*0601 0.0 1.04 0.0 NS
DQB1*0602 1.02 9.38 0.1 NS
DQB1*0603 1.02 5.21 0.19 NS
DQB1*0604 3.06 4.17 0.74 NS
DQA1*03 27.55 9.37 3.0 <0.009
DQA1*05 36.65 19.79 1.68 NS
DQB1*0201 5.10 11.45 0.46 NS
DRB1*0401 4.16 0.0 NS

DRB1*0402 6.12 3.06 2.03 NS
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DRB1*0403 1.02 1.02 1.0 NS
DRB1*0404 6.12 3.06 2.03 NS

DRB1*0405 11.22 2.04 5.95 NS
DRB1*04 53.06 16.0 3.34 P<0.0009

RR-Relative risk, NS-Non-significant.

Table 2 — Distribution of allele and genotype frequencies for 49 A~ G CTLA-4 in
diabetic and normal individuals (non-diabetic). The results were considered

significant for p<0.05.

Allele/genotype % IDDM % Control RR p value
Allele frequencies

A 73.47 67.71 1.34 NS

G 26.53 32.29 0.75 NS
Genotype

frequencies

AA 53.06 45.83 1.38 NS
AG 40.81 43.75 0.88 NS
GG 6.12 10.41 0.57 NS

RR-Relative risk, NS-Non-significant

Table 3 — Distribution of allele and genotype frequencies of the —2221/Mspl
polymorphism at the 11p15.5 region in diabetic patients and normal individuals

(non-diabetic). The results were considered significant for p<0.05.

Allele/genotype % IDDM % Controls RR p value
Allele frequencies

C 87.80 84.40 1.29 NS

T 12.2 15.6 0.77 NS
Genotype

frequencies

CcC 79.59 68.75 1.8 NS

CT 20.40 31.75 0.56 NS

1T 0.0 0.0 - -
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RR-Relative risk, NS-Non-significant

We could clearly observe that, in the analyzed individuals, the main predisposition
alleles are DQB1*02 (RR=4.66), DQB1*0302 (RR=3.84) and DQA1*03 (RR=3.0).
Similar results have been described in the Brazilian population and in other studied
populations. We also observed a significant protecting effect of the DQB1*0301
allele which had also been found in several populations (32). For DRB1*04 we did
not obtain significant values when the DRB*0401, DRB1*0402, DRB1*0403,
DRB1*0404 and DRB1*0405 alleles, for which we did not find significant relative
risks, were analyzed. Thus, we decided to make an analysis for the presence or
absence of DRB1*04. A relative risk of 3.34 was, then, found (p<0.0009).

It is important to emphasize that both the 49 A G CTLA-4 and the -2221 Msp 1
polymorphisms, which had previously been shown to be an important risk factor for
diabetes development in other populations, were not statistically significant for

genetic predisposition for type 1 diabetes in the analyzed individuals.

Discriminating factorial analysis

The discriminating factorial analysis performed shows that the markers that best
characterize and discriminate the two studied groups are DQA1 and DQBH1, in this
order. The remaining studied markers were not helpful in discriminating between
diabetic and non-diabetic individuals. Analyzing only the DQA1 marker, we were
able to correctly characterize between diabetic and non-diabetic in 71.13% of the
analyzed individuals. This means that based on this marker only, 71.13% of the

analyzed individuals are correctly classified into diabetic and non-diabetic groups.



23

When we add the DQB1 marker, this percentage increases to 82.47%. The other
markers (DRB*04, CTLA-4 e —2221/Mspl), when added to the discriminating

factorial analysis, do not increase this parameter.

Discussion

The great variability in the incidence of type 1 diabetes in the world can, partly, be
explained by differences in the frequencies of the disease predisposition alleles.
The analysis of the HLA alleles confirm the importance of the DQB1*02,
DQB1*0302 and DQA1*03 alleles in the predisposition for type 1 diabetes. We can
also observe the importance of the DQB1*0301 in the protection against
development of the disease, since it was more common in non-diabetic individuals.
As for HLA DRB*04, when each allele (DRB*0401, DRB*0402, DRB*0403,
DRB*0404 and DRB*0405) were analyzed separately, we did not observe
significant values. This is probably due to the limited number of individuals in our
study. Thus, we decided to analyze the HLADRB*04, according to its presence or
absence, as it had been done in various previous studies. This way, we obtained a
relative risk of 3.34 (p<0.0009). This result suggests that the analysis of DRB1*04,
without differentiating the several alleles, is a good tool for determining the relative
risk for development of diabetes.

The analyses of the 49 A G CTLA-4 and the —2221/Mspl polymorphism upstream
of the insulin gene, contrary to our expectations, did not reveal any association with
type 1 diabetes in the analyzed individuals: allele and genotype frequencies of the

two polymorphisms are similar in the affected and non-affected individuals. This
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fact is particularly surprising regarding the 49 A- G CTLA-4 gene polymorphism
since it is strongly associated with diabetes in several populations around the world
(33). Donner et al., in 1997, in a study done with 293 Caucasians, showed a
relative risk of 1.6 (p<0.009), a value similar to the that found in Finish, Japanese
and African populations (34, 35). Although the CTLA-4 gene is strongly associated
to autoimmune diseases, specially those mediated by T-cells, the lack of this
association has been already described in Brazilian patients with autoimmune
hepatitis and primary biliar cirrhosis (36, 37), different from various studies in other
populations (38, 39).

The discriminating factorial analysis was extremely important in this work. The
objective of this analysis was to verify whether the two proposed groups, diabetic
and non-diabetic, were really distinct between themselves, based on the
distribution of diabetes predisposition alleles, and also to verify, when defining the
groups, which markers or set of markers, among the ones studied, best
discriminated the groups.

Our results showed that HLA DQA1 can, alone, characterize 71.13% of the
individuals into diabetic and non-diabetic groups; this value is called well-classified
percentage. When we introduce the HLA DQB1 in our analysis, the well-classified
percentage increases to 82.47. The remaining analyzed markers did not increment
this value, since there is a classification overlapping, i.e. who the other markers
discriminate as diabetic or non-diabetic had been previously classified by DQA1
and DQB1. Obviously, since type 1 diabetes is a complex and multifactorial
disease, where not only genetic but also environmental factors contribute for its

development, there are individuals that exhibit the predisposition alleles and do not
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show the clinical symptoms and those who do not show the predisposition alleles
but are clinically diabetic. For these reasons, the well-classified percentage, shown
previously, should not be absolute.

It is worth noting that in our study, the HLA DQA1 allele was more important for
distinguishing between diabetic and non-diabetic individuals than DQB1 and
DRB1.

Our results confirm the importance of the HLA region for the development of type 1

diabetes in Brazilian individuals, and also demonstrate that 49 A - G at the CTLA-4
gene and —2221/Mspl polymorphisms, in principle, are not so important in the
genetic predisposition to the disease. However, complementary studies are
necessary for evaluating whether other previously described polymorphisms at the
CTLA-4 and insulin genes collaborate for predisposition to the disease.

Works utilizing either oral tolerance to some peptides, and utilization of stem cells
showed to be efficient for treating and avoiding the onset of type 1 diabetes both in
animal models and in humans (40, 41, 42). We believe that the correct
identification of individuals with genetic predisposition to the disease can be a

useful tool for prescribing these two types of therapy in the near future.
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Evidéncia de influéncia genética na idade de manifestagcao da diabetes tipo 1
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O Diabetes Tipo 1 (DM1) ou insulino-dependente € uma doencga
autoimune de etiologia desconhecida, na qual fatores genéticos e ambientais
desempenham papel relevante no seu desencadeamento (Cahill et al., 1981). O
DM1, afeta individuos geneticamente susceptiveis, tem a mesma incidéncia em
ambos o0s sexos, € se manifesta clinicamente quando ocorre uma destruicdo
significativa das células beta pancreaticas, levando a uma severa insulinopenia
(Nerup e al., 1988).

Varios componentes genéticos, como alguns alelos do locus do Antigeno
Leucocitario Humano (HLA), polimorfismos dos genes CTLA-4 (cytotoxic T
lynphocyte associated antigen-4 - um gene associado a regulagdo negativa do
sistema imunoldgico), e insulina -2221 Msp | (perda de um sitio de restricdo para a
enzima Msp | na regidao 5do gene da insulina, geralmente associada com
predisposicao genética ao diabetes), tém sido descritos como importantes no
desenvolvimento da doenga. Fatores ambientais principalmente relacionados a
dieta, como exposicdo precoce ao leite de vaca, e infeccao por determinados
patogenos tem igual importancia na patogénese da doenga.

O diabetes tipo 1 manifesta-se geralmente durante a infancia ou
adolescéncia e possui uma grande variabilidade na idade de surgimento da
doenca, podendo se manifestar desde o primeiro ano de vida até a fase adulta
(Gorsuch e al., 1981, Eisenbarth, 1986). Poucos trabalhos apontam algum tipo de
associagao entre componentes genéticos e idade de manifestacdo da doenga
(Valdes et al., 1999, Murao et al, 2004). Neste trabalho utilizamos a analise fatorial
de componentes principais, no intuito de determinar qual a influéncia de alguns
marcadores genéticos comprovadamente envolvidos na patogénese da DM1 e a
idade de manifestacdo clinica da doenca. Para tanto, procuramos verificar a

existéncia de uma associagcado entre os alelos de risco de desenvolvimento de
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DM1 dos locos de HLA DQB1, DQA1, DRB1, CTLA-4 e gene da insulina com a
idade de instalagcao do diabetes.

A andlise de componentes principais foi originalmente descrita por
Person em 1901 e desenvolvida por Hotelling em 1933. Esta analise permite que
um certo numero de variaveis seja analisado concomitantemente. Isto torna
possivel verificar as relacbes existentes entre elas por meio de uma abordagem
descritiva onde, através de um modelo grafico, podemos observar o
comportamento de cada variavel em relacdo as demais. Havendo n variaveis
havera um espago de n dimensdes com até n eixos principais, cada um deles
correspondendo a uma componente principal. Normalmente a analise é feita com
as trés primeiras componentes principais — a primeira contendo um maior valor de
inércia e as demais definidas seqliencialmente no sentido decrescente. Juntas,
devem somar mais de 70% da inércia, segundo critério citado por Sampaio (1993).

O resultado da analise pode ser observado através de um grafico de trés
dimensdes, correspondentes as trés primeira componentes principais. A inércia
define a regularidade ou constancia do sistema proposto, ou seja, um valor alto de
inércia mostra que a associagao encontrada é constante e regular.

Pela distancia euclidiana (distancia entre dois pontos) e a posi¢ao nos
quadrantes do grafico podemos visualizar as relagdes entre as variaveis. Variaveis
situadas em um mesmo quadrante e proximas entre si sdo fortemente associadas;
variaveis situadas em quadrantes opostos sdo inversamente associadas. Variaveis
distantes uma da outra situadas no mesmo lado, porém em quadrantes diferentes,
apresentam associacao fraca (Sampaio, 1993).

Em nosso trabalho, analisamos a influéncia dos marcadores moleculares de
predisposi¢cao genética ao DM1 na idade de surgimento da doenga. Para tanto,
realizamos a tipagem dos alelos do locos HLA DQB1, DQA1 e DRB1*04, do
polimorfismo 49 A- G do gene CTLA4 e do polimorfismo -2221 Msp | do gene da
insulina em 49 individuos com diagndstico clinico e laboratorial de diabetes tipo 1.
As idades de instalacdo da doenca nos individuos analisados variaram de 0,4 até
19,2 anos. Neste estudo nao foi utilizado grupo controle (individuos sem diabetes),

pois o intuito do trabalho era analisar idade de manifestacdo da doenca.
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Estes marcadores genéticos citados foram utilizados em um trabalho anterior
realizado por nosso grupo (dados ndo publicados) no qual o objetivo foi o de determinar o
risco de desenvolvimento de diabetes tipo 1 em individuos da populacdo brasileira.

O DNA foi extraido de sangue periférico utilizando o kit PUREGENED de
individuos com diagnostico clinico e laboratorial de diabetes tipo 1 apos assinatura
de um termo de consentimento informado. Este trabalho foi aprovado pelo comité
de ética local.

Para a detecgéo dos alelos foi utilizando a tecnologia DELFIAO (Walac Oy,
Turku, Finlandia). Um micrograma de DNA gendmico foi utilizado como substrato
para reacao de PCR das regides de HLA, CTLA-4 e gene da insulina de interesse.
A detecgcdo dos alelos foi realizada no “Time-resolved fluorometer” —1420
VICTOR™ (Walac Oy, Turku, Finlandia) apds hibridizagdo com um painel de
probes marcadas com quelatos de lantanideo, Eu(lll)/Sm(lIl) e Tb(lll) e deteccao
fluorimétrica tempo-resolvido (Sini et al., 1983, Hemmila et al., 1984). O software
INFOSTAT (Infostat Group, Cordoba, Argentina) foi utilizado para a analise de
componentes principais. Apos a tipagem dos marcadores genéticos foi verificado
que todos os individuos apresentavam alelos de predisposicdo do HLA DQA1, e

devido a isto este marcador foi retirado da analise.

Tabela 1. Coeficiente de correlagéo das variaveis estudadas (DQB1, DRB1, CTLA-
4, -2221 Msp |, idade de surgimento de diabetes e sexo) com os trés primeiros

componentes principais (F1, F2 e F3) nos individuos diabéticos.

Variaveis Componentes Principais

F1 F2 F3
DQB1 0,63 0,23 0,21
DRB1 0,69 -0,04 0,23
CTLA-4 0,73 -0,29 -0,08
-2221 Msp | 0,31 0,62 -0,23
Idade -0,19 0,27 0,90
Sexo -0,07 0,72 -0,22
Inércia explicada % |26 19 17
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Na tabela 1 sdo apresentados os marcadores genéticos e as suas posi¢coes
nos eixos formados pelas componentes principais. A representagado grafica desta
tabela é mostrada no grafico 1, onde a posicdo dos marcadores genéticos na
terceira componente principal (F3) estd demostrada juntamento com os pontos (o
simbolo 1t significa valores positivos e o simbolo | significa valores abaixo de
zero). A leitura e interpretacdo do grafico sao feitas pela localizagdo das variaveis
no grafico, verificando suas posi¢coes relativas nos quadrantes e as distancias
euclidianas entre as mesmas.

Grafico 1: Associagao entre os marcadores genéticos e sexo com idade de
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surgimento de diabetes.

Através do grafico podemos observar a existéncia de uma associagao
positiva entre os marcadores DQB1 e DRB1, pois estdo situados do mesmo lado
do eixo F2 com uma pequena distancia entre eles, sugerindo que estes
marcadores se manifestam conjuntamente nos individuos diabéticos. Este fato ja

foi observado em varios estudos que mostraram a existéncia de um desequilibrio
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de ligagédo entre DQB1-DQA1-DRB1 e DT1, caracterizando haplétipos fortemente
associados a predisposi¢ao genética ao diabetes tipo 1 (Lambert et al., 2004,
Herman et al., 2003, Raum et al., 1984). Volpini (2001) identificou dois haplétipos
DQB1-DQA1-DRB1 que conferiam alto risco para o desenvolvimento do diabetes
tipo 1 e que estavam presentes na maioria dos diabéticos estudados na populagao
brasileira.

Nesse mesmo grafico, podemos verificar que o alelo de predisposicéao
genética ao DM1 caracterizado pela perda do sitio de restrigdo da enzima Msp | na
posicado 2221 na 5’ do gene da insulina (-2221 Msp 1), esta fracamente associado a
idade de surgimento de diabetes. Podemos observar que, pacientes com o alelo de
predisposi¢cao deste marcador tendem a desenvolver o diabetes tipo 1 mais
tardiamente que pacientes que ndo o possuem. A associagado entre a regiao 5°do
gene da insulina e idade de manifestagdo tardia de diabetes ja foi previamente
descrita por Matejkova-Behanova e colaboradores, em 2004 Estes autores
evidenciaram uma associagao entre outro polimorfismo ligado ao gene de insulina
(INS VNTR) e o anticorpos anti GAD em diabéticos com manifestagcao tardia da
doenca.

Em nosso trabalho, o marcador genético com maior associagdo com a idade
de surgimento de diabetes tipo 1 foi o alelo de risco caracterizado pela transigao
de uma adenina por uma guanina na posi¢ao 49 do primeiro exon do gene CTLA-4
(49 A- G). Podemos observar uma forte associagdo negativa entre o marcador
CTLA-4 e a idade de surgimento de diabetes, pois os dois marcadores estdo
situados em quadrantes opostos no grafico, sugerindo que individuos que
possuem o alelo de predisposicdo para este marcador tendem a desenvolver
diabetes mais precocemente.

A associagao entre o polimorfismo 49 A-G do gene CTLA-4 e a idade
precoce de manifestacdo da doenca pode ser explicada pela importancia desta
molécula no sistema imunolégico. O gene CTLA-4 codifica uma molécula que
funciona como um modulador negativo das reagbdes imunologicas mediadas por
células T Seu produto génico esta envolvido no controle da proliferagao de células

T e na apoptose mediada por esta célula. Alteragdes neste gene podem gerar uma



37

perda da fungéo reguladora do sistema imunologico, ocasionando um descontrole
das reagdes imunoldgicas e propiciando o aparecimento de doengas autoimunes
desde os primeiros dias de vida.

Dados da literatura mostram que alteragcdbes no gene CTLA-4 estédo
associadas nao s6 com diabetes tipo 1, mas também com outras doencas
autoimunes como doenga de Graves, lupus eritematoso e asma. (Lee et. al. 2005,
Belou et. al. 2005, Iwana et. al. 2005).

Nés obtivemos uma inércia total de 62,0 % para a analise de
componentes principais que, apesar de estar abaixo do proposto por Sampaio
(1993), pode ser usadas para considerar a proposta de associagao entre o alelo
de predisposicdo do gene CTLA-4 e idade precoce de surgimento do DT1
conclusiva. A associacdo entre idade de surgimento de diabetes tipo 1 e
marcadores geneéticos so foi possivel pela analise de componentes principais, a
qual permitiu que todas as variaveis fossem analisadas concomitantemente.

Utilizando o método de Qui-quadrado, ndo é possivel analisar a idade de
manifestacdo da doenca com todos os marcadores genéticos ao mesmo tempo,
pois este método somente realiza uma analise de comparagao entre dois grupos
(pacientes e controles) onde a resposta de interesse € dicotbmica (Jekel et al.
1999).

Os dados aqui obtidos ndo se aplicam para analise de predisposigao
genética ao diabetes tipo 1 uma vez que todos os individuos analisados s&o
clinicamente portadores da doenca. Entretanto, ele nos fornece ferramentas para
o0 acompanhamento de individuos geneticamente predispostos, uma vez que,
dependendo dos marcadores de predisposi¢cao encontrados, podemos nao so
determinar qual a chance deles desenvolverem diabetes, mas também determinar
o0 periodo mais provavel de suas vidas no qual a doencga ira se instalar. Essa
informacédo €, sem duvida alguma, de grande importancia na determinagcdo do
inicio de um possivel tratamento preventivo.

A partir dos dados aqui obtidos, sugerimos que as analises dos
marcadores genéticos 49 A G do gene CTLA-4 e —2221 Msp |, que associados a

idade de manifestacdo de diabetes, devam ser incluidas nos estudos de
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predisposi¢cao genética a doencga, juntamente com os marcadores HLA DQB1 e

HLA DQA1 em individuos da populacgao brasileira.
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Conclusao:
Recentemente varios tratamentos para DM1 surgiram baseados em
tolerizagdo oral ou venosa. Alguns grupos de trabalho como o DPT-1(Diabetes

Prevention Trial) e o European Nicotinamide Diabetes Intervention Trial (ENDIT)



41

tentam, através de tolerizagdo com alguns peptideos, inibir ou retardar o
surgimento de diabetes em individuos geneticamente predispostos. (Schatz et al.
2001). Um dos principais pontos neste tipo de trabalho é a correta identificagdo
dos individuos geneticamente predispostos na populagdo submetida ao
tratamento.

Em populagdes heterogéneas como a brasileira, estudos de associagéo entre
marcadores genéticos e predisposicdo a doenga se fazem cada vez mais
necessarios tendo em vista que, devido ao alto polimorfismo dos marcadores
genéticos estudados, cada populagdo estudada mostra um perfil de associagao
diferente.

Em nosso trabalho, analisamos n&o sé a predisposicao genética ao DM1,
mas também como esses fatores genéticos podem influenciar na idade de
surgimento da doenca.

Utilizando o método de Woolf encontramos resultados de predisposicao
genética semelhantes ao de outras populagdes analisadas (Artigo 1). A analise
dos alelos do locos HLA confirmou a importadncia dos alelos DQB1*02,
DQB1*0302 e DQA1*03 na predisposicdo ao DM1. Também observamos a
importancia de DQB1*0301 na protecdo contra o desenvolvimento da doenca.
Estes resultados ja foram encontrados em outras populagdes do mundo e também
na populagao brasileira (Volpini et al., 2001)

Surpreendentemente o polimorfismo 49A - G do geneCTLA-4, assim como o
polimorfismo—-2221 Msp | do gene da insulina ndo se mostraram importantes na
predisposi¢ao genética ao diabetes tipo 1.

Utilizamos também uma analise fatorial discriminante com o intuito de
estabelecer qual ou quais dos marcadores seriam mais importantes para distinguir
individuos diabéticos e nao diabéticos analisando apenas os resultados das
tipagens dos marcadores genéticos utilizados.

Esta analise revelou que os alelos de predisposi¢ao do locos HLA DQA1 tem
o0 maior poder de discriminagdo entre os marcadores analisados, conseguindo
caracterizar sozinho 71,3% dos individuos entre diabéticos e ndo diabéticos. Junto

com os alelos de predisposi¢ao do locos HLA DQB1 este poder de discriminacao
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sobe para 82,47%. Os outros marcadores analisados nao incrementaram em nada
o poder de discriminacdo da analise. Este tipo de analise se mostra de grande
valia uma vez que podemos extrapolar para a populagao geral, ou seja, utilizando
apenas os dois marcadores de maior poder de discriminacdo, conseguimos
identificar, com um certo grau de certeza (82,47%), individuos diabéticos ou
geneticamente predispostos ao diabetes tipo 1.

Na segunda etapa do nosso trabalho, mostrada no artigo 2, utilizamos a
analise de componentes principais com o intuito de estabelecer se os marcadores
genéticos de predisposicdo ao diabetes tipo 1 influenciavam na idade de
manifestacdo da doenga. Nesse trabalho, analisamos a influéncia dos alelos de
HLA DQB1, DQA1 e DRB1*04, dos polimorfismos 49 A - G do gene CTLA4, -2221
Msp | do gene da insulina, além do sexo dos individuos e da idade de surgimento
de diabetes tipo 1 em 49 individuos com diagnostico clinico e laboratorial de
diabetes tipo 1. As idades de diagndstico da doenga variaram de 0,4 até 19,2
anos.

A analise de componentes principais permite que um certo numero de
variaveis seja analisado concomitantemente. Isto torna possivel verificar a
existéncia de relagbdes entre elas por meio de uma abordagem descritiva onde,
através de um modelo grafico, podemos observar o comportamento de cada
variavel em relacdo as demais.

Através desta analise, foi possivel observar que alguns marcadores
genéticos influenciam na idade de manifestacdo da doenca. Individuos que
possuem o alelo G (guanina) do polimorfismo 49 A-G do gene CTLA-4
desenvolvem diabetes mais precocemente do aqueles que nao possuem este
alelo. A associagao entre este polimorfismo e a idade precoce de manifestacéo da
doencga ainda nao tinha sido demonstrada em nenhuma outra populagdo. Também
encontramos uma associacao fraca entre o polimorfismo -2221 Msp | do gene da
insulina e idade tardia de manifestacdo da doenca.

A associacao entre o polimorfismo 49 A —. G do gene CTLA-4 e idade precoce
de manifestacdo da doenca, pode ser explicada pela importancia desta molécula

no sistema imunolégico. O gene CTLA-4 codifica uma molécula que funciona
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como um modulador negativo das reagdes imunolégicas mediadas por células T.
Sendo assim, alteragdes neste gene podem ocasionar mal funcionamento dos
processos imunologicos propiciando o surgimento de doengas autoimunes desde
os primeiros dias de vida. Dados da literatura mostram que alteragcdes no gene
CTLA-4 estdao associadas n&do s6 com o diabetes tipo 1, mas também com outras
doencgas auto-imunes como a doenga de Graves, lupus eritematoso e asma (Lee
et. al. 2005, Belou et. al. 2005, lwana et. al. 2005).

Baseados em nossos resultados podemos concluir que utilizando os
marcadores genéticos aqui descritos e as ferramentas de analises estatisticas
apropriadas ndo so é possivel estabelecer o risco de desenvolvimento da doenca,
mas também de se ter uma indicagao da idade mais provavel de surgimento da
mesma.

Assim sendo, nosso trabalho conseguiu apresentar dados importantes nao sé
para a identificagdo correta dos individuos geneticamente predispostos ao DM1
mas também conseguimos indicar nestes individuos predispostos, qual a provavel
idade que a doenca pode se manifestar.

Acreditamos que esta correta identificacdo dos individuos predispostos ao
DM1, assim como a determinacéo da provavel idade de manifestagao da doenca,
sera de extrema importancia na indicagao das novas terapias que estao surgindo,

evolvendo tolerizacdo oral e venosa e terapia celular.
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Anexo 1 — Modelo do termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Projeto: Determinagdo de predisposi¢ao genética ao Diabetes Mellitus Tipo 1
O Diabetes Mellitus Tipo 1 (DM1) ou insulino-dependente € uma doenga autoimune de
etiologia desconhecida, na qual fatores genéticos e ambientais desempenham papel

relevante no seu desencadeamento. O DM1 afeta individuos geneticamente susceptiveis e

se manifesta clinicamente quando ocorre uma destruicdo significativa das células beta
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pancreaticas, levando a uma severa insulinopenia. Todas as conseqiiéncias clinicas do
DMI1 se manifestam em decorréncia a hiperglicemia ocasionada pela deficiéncia de
insulina

Por consistir em um distarbio de carater hereditério, este trabalho tem como objetivos: (a
analisar o comportamento de marcadores genéticos de predisposi¢do ao DM1 em
individuos afetados e ndo afetados da populagdo brasileira.; (b) Determinar o risco
relativo de desenvolvimento da doenga baseado na freqiiéncia dos marcadores nos
individuos diabéticos e ndo diabéticos.

Fica garantido a todos o sigilo sobre os dados clinicos e laboratoriais, e a prote¢dao de sua
identidade em caso de publicagdo na imprensa cientifica.

A coordenadoras do projeto é a Profa. Dra. ANA LUCIA BRUNIALTI GODARD e sera
desenvolvido no Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas
Gerais. Todo o material bioldgico, apos a extragdo de DNA, sera descartado segundo
normas da Vigilancia Sanitéria.

Eu, , concordo em

participar do trabalho “Determinagdo de predisposicdo genética ao Diabetes Mellitus
Tipo 1. Eu concordo com a coleta de sangue em mim ou em membros da minha familia

para 0 estudo acima citado. Assinatura:

Data: / /
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