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Resumo

A etiopatogenia da diabetes tipo I (caracteri-
zada por défice absoluto em insulina) resulta
de um processo auto-imune dirigido contra a
célula B. Ocorre num terreno de susceptibilida-
de genética, sendo despoletado por factores
ambienciais.

O reconhecimento da diabetes tipo I como do-
enca auto-imune baseia-se, quer no reconheci-
menio da insulite (infiltrado inflamatorio linfo-
citdrio do ilhéu) quer na descoberta de numero-
sos anticorpos dirigidos contra constituintes das
células B dos ilhéus de Langerhans. A fase de
agressdo auto-imune pré-clinica é caracteriza-
da pelo aparecimento de vdrios anticorpos, dos
quais se destacam: ICA, IAA e anti-GAD. Os anti-
corpos anti-GAD, pela sua especificidade, sdo
actualmente considerados os marcadores de auto-
imunidade mais importantes na diabetes tipo I
A sua detec¢cdo na fase pré-clinica de doenca
permite determinar futura insulinodependéncia,
sendo especialmente itil no diagndéstico diferen-
cial da diabetes do adulto jovem ndo obeso e na
diabetes gestacional. A sua determinacdo pode-
rd também vir a revelar-se importante na pre-
vencdo primdria da diabetes através da utiliza-
¢do de antigenioterapia especifica.

Palavras chave: anticorpos anti-GAD, diabetes
tipo I e auto-imunidade

Abstract
The pathogenesis of type I diabetes (characte-
rized by insulin deficiency) is caused by an auto-
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‘immune process against the pancreatic islet f

cells. It occurs when a genetic susceptibility in-
teracts with multiple environmental agents. The
evidence for an auto-immune basis comes from
the recognition of insulitis and the presence of
multiple auto-antibodies to B-cell constituents. In
the early pre-clinical phase of type I diabetes,
antibodies to islet cell antigens are detected, in-
cluding: ICA (islet cell antibodies), IAA (insulin
auto-antibodies) and anti-GAD (glutamic acid
decarboxylase antibodies). The anti-GAD antibody
is the main auto-immune marker. When detected
in the pre-clinical phase of disease, it allows us
to predict future insulin dependency. Its contri-
bution to the classification of type I diabetes in
the young non-obese adult and in gestacional
diabetes is discussed. In the future the utilisati-
on of anti-GAD could be useful in primary pre-
vention with antigen immunotherapy.

Key words: antibodies anti-GAD, type I diabe-
tes, autoimmunity

Introducio

Nos Gltimos dez anos, assistiu-se a profundas alteracoes
no conhecimento da etiopatogenia da diabetes tipo 1.

Trata-se de uma doenca cronica com alteracio no me-
tabolismo dos hidratos de carbono, lipidos e proteinas,
por caréncia absoluta ou relativa de insulina, que se esta-
belece progressivamente e ao longo de um periodo de
meses a anos. Este processo de auto-imunidade é desen-
cadeado por factores ambienciais em individuos geneti-
camente predispostos'. Relativamente aos factores gené-
ticos, € conhecida a associag¢ao aos haplotipos HLA DR3 e
DR4; quanto aos factores extrinsecos, salientam-se virus,
toxicos e factores alimentares. Sob o efeito destes factores
€ perante a expressao de antigéneos da classe 11 do siste-
ma HLA, assiste-se ao despoletar da reaccao imunologica
dirigida contra a célula p pancreatica, com activagdo de
linfécitos f produtores de anticorpos e activagao de linfo-
citos T citotoxicos, culminando na lise da célula B.

A fase de agressdo auto-imune é reconhecida pelo
aparecimento de virios anticorpos contra constituintes
das células do ilhéu, incluindo ICA (anticorpos anti-
ilhéus), IAA (anticorpos anti-insulina), anti-GAD (anti-
corpos anti-descarboxilase do acido glutimico) e ou-
tros. Nesta fase, de duracdo varidvel, e que antecede o
aparecimento de sintomas clinicos ou alteracoes labo-
ratoriais, a deteccao de anticorpos constitui 0 marcador
serologico da insulite subjacente. Os anticorpos anti-
GAD com elevada sensibilidade e maior especificida-
de, sendo de ficil deteccdo, tornam-se especialmente
importantes na predi¢do e diagnostico de futura insuli-
nodependéncia.
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Dados historicos

Em 1960, surgem as primeiras suspeitas de que a
diabetes tipo I € uma doenga auto-imune, mas sO
em 1974 esta teoria se confirma ao reconhecerem-
se 0s ICA (anticorpos anti-ilhéus) que foram os pri-
meiros auto-anticorpos detectados?. Descobertos por
Lernmark, os ICA foram inicialmente isolados no
soro de criang¢as com diabetes tipo I recém-diag-
nosticada. Mais tarde, em 1982, descobre-se que 80-
90% das crianc¢as com diabetes recém-diagnostica-
da apresentavam ICA dirigidos contra uma protei-
na com um peso molecular de 64 kilodaltons sen-
do este antigénio denominado proteina 64 k3. E
Atkinson o primeiro a suspeitar dos anticorpos an-
tiproteina 64k como os melhores e mais precoces
marcadores de diabetes*.

Em 1990, Bakeskov desenvolve técnicas especi-
ficas, incluindo a imunoprecipitacdo, para a detec-
¢ao desta proteina alvo do sistema imunitario, o que
permitiu a identificacao deste antigénio como sen-
do a enzima descarboxilase do 4cido glutdmico
(GAD), enzima reconhecida também como o alvo
antigénico da doenca auto-imune neurolégica cor-
respondente ao sindrome de stiff-man’. A partir de

Figura 1
1- IDDM
Contribuigdo genética conhecida HLA, DR e DQ
inicio agudo
LADA
néo auto-imune
2- NIIDM
Contribuigdo genética conhecida (raro)

glucoquinase
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receptores de insulina
gene de insulina
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defeito de secregdo de insulina

3- DIABETES GESTACIONAL
transitério
DID
DNID

4- OUTROS TIPOS
pancreatico
enddcrino
relacionado com ma nutrigdo
induzido por medicamentos
sindromes genéticos raros

Classificagao proposta por Zimmet

1991 e através do trabalho de numerosos biologis-
tas moleculares, foi possivel estabelecer a sequéncia
genética do GAD, o que permitiu identificar duas for-
mas distintas de GAD (GAD 65 e GAD 67), codificadas
por dois genes também distintos®”. Possuindo sequén-
cias de aminoacidos idénticas em 70%, ambas as for-
mas de GAD existem nos ilhéus e no cérebro. No ilhéu,
0 GAD 065 é a isoforma mais abundante, parecendo ser
este 0 auto-antigénio mais importante®. Em 1993, To-
bin confirma que o GAD ¢ o alvo inicial da resposta
auto-imune, coincidindo a sua detec¢ido com o apareci-
mento da insulite, e surge a ideia da possibilidade de
prevencao da doenga por interferéncia imunologica a
este nivel

Actualmente, estao a ser efectuados estudos animais
com o objectivo da prevencgao da diabetes através da
inactivacao das células T reactivas para GAD.

Anticorpos anti-GAD

Os auto-anticorpos anti-GAD foram inicialmente re-
conhecidos no sindrome de stiff-man, doenga neuro-
logica que se associa frequentemente com a diabetes
tipol?.

Nesta doenca a existéncia de anticorpos dirigidos contra
a enzima descarboxilase do dcido glutimico impede a
formacdo do neurotransmissor GABA, interferindo deste
modo com a neurotransmissao. Os anticorpos anti-GAD
reagem ndo s6 com os neurdnios, mas também com a
célula B pancreatica, podendo, assim, explicar-se a as-

socia¢do desta doencga a diabetes®'®. Desde ha longa
data se reconhece que o mecanismo auto-imunitario da
diabetes tipo I pode ser despoletado por factores ex-
trinsecos, sendo os mais reconhecidos os virus*!. O re-
conhecimento por Erlander da semelhanga de sequén-
cia de aminodacidos existente entre 0 GAD 65 e a prote-
ina P2-C do virus Coxsackie B4 veio apoiar a teoria do
mimetismo molecular®?. Segundo esta teoria, num indi-
viduo geneticamente predisposto, a infec¢do viral por
Coxsackie resulta na apresentacao do péptido viral P2-
C ao sistema imunitirio e, em particular, aos linfocitos
B e T, desencadeando uma reac¢do imune antiviral e,
posteriormente, por semelhanga antigénica, anti-célula
B. A resposta imune poderia ser perpetuada na ausén-
cia do virus que iniciou o processo. As células 3 seriam
destruidas, incicialmente pela infec¢do viral e, posteri-
ormente, por resposta auto-imune, a qual promoveria
a libertagao da proteina GAD, induzindo resposta lin-
focitaria anti-GAD.

E de salientar ainda que a resposta imune depende
da susceptibilidade genética. A positividade dos anti-
GAD correlaciona-se com o fen6tipo HLA DQ e DR.
Assim, verificou-se que 84% dos diabéticos tipo I hete-
rozigdticos para DR3/DR4 apresentam anticorpos anti-
GAD versus 48% se heterozigoticos para um alelo dife-
rente dos anteriormente mencionados3. O reconheci-
mento de que a destruicao da célula B é mediada por
linfoécitos T permitiu compreender a importincia dos
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anticorpos anti-GAD como marcadores imunologicos
importantes de insulite.

Interesse dos anticorpos anti-GAD

a) Adulto

A classificacdo de diabetes no adulto nao obeso de
35-50 anos coloca frequentes dificuldades diagnosticas.
O diabético jovem inclui um grupo heterogéneo de
doentes em que coexistem frequentemente a insulino-
deficiéncia, a insulinorresisténcia e a hiperinsulinemia.
A DID (diabetes insulinodependente, ou tipo I) é clas-
sicamente caracterizada pelo seu inicio subito, pela se-
veridade dos sintomas, pela absoluta dependéncia de
insulina exdgena e pela tendéncia para a cetose'®. Tra-
tando-se de uma doenca auto-imune, pode surgir em
qualquer idade’. Se na crian¢a o seu inicio € abrupto,
impondo o tratamento imediato com insulina, no adul-
to o seu inicio é lento, podendo confundir-se com DNID
(diabetes nao insulinodependente, ou tipo II). Nestes
casos, os doentes podem apresentar-se inicialmente
assintomdticos e sem necessidade absoluta de insulina,
sendo tratados com dieta e antidiabéticos orais durante
um periodo varidvel de meses a anos. Este inicio lento
com um periodo de insulino-independéncia reflecte a
progressiva perda de células B1416.17,

A DNID é uma doenca de etiopatogenia heterogénea
na qual intervém uma susceptibilidade genética multi-
factorial, associada a factores ambienciais e estilo de
vida. Nela esta incluido um largo espectro de variagoes,
desde a hiperinsulinemia a hipoinsulinemia com varios
graus de insulinossensibilidade e insulinorresisténcia.
Se nos paises desenvolvidos se assiste a um aumento
de incidéncia desta entidade com caracteristicas epidé-
micas, tal parece resultar da alteracao de estilos de vida,
do tradicional para o moderno. Estes casos sao caracte-
rizados pela hiperinsulinemia e insulinorresisténcia, com
obesidade central e, associadamente, dislipidemia e HTA,
integrando o actualmente denominado sindrome pluri-
metabolico (ou sindrome X)'®1,

No entanto, nos Gltimos anos, tém vindo a ser reco-
nhecidas outras formas de DNID nas quais o défice de
insulinossecrecao predomina. Algumas destas formas
incluem casos de DNID com hiperinsulinemia presente
numa fase inicial, com posterior exaustao da célula
pancreatica e consequente insulinodeficiéncia. Outras for-
mas estdo associadas a mutagoes genéticas. Tal € o caso
de virias formas de MODY (Maturity-Onset Diabetes of
the Young). Trata-se de uma forma de DNID do jovem
(inicio antes dos 25 anos), aparentemente transmitida
como traco autossomico dominante, nao necessitando
de tratamento com insulina pelo menos 2 anos ap6s o
inicio clinico. Reconhecem-se trés subtipos de MODY,
conforme as alteragdes genéticas subjacentes: MODY2

por mutagdes do gene da glucoquinase; MODY1e MODY3
e com alteragdes genéticas ainda ndo claramente reco-
nhecidas de genes localizados no cromossoma 20q e 12q,
respectivamente?. Outras formas incluem DID de inicio
lento. Hagopian e Zimmet mostraram que cerca de 20%
da diabetes do adulto progride para insulinodependén-
cia, percentagem esta que pode atingir os 50% no caso
do jovem adulto niao obeso®1.

A progressao para insulinodependéncia no adulto pode
ter inicio e evolugido lentos e constitui uma forma de
diabetes insulinodependente, de base auto-imune, de
aparecimento tardio?, Trata-se de jovens adultos com
menor IMC, com niveis de péptido C mais baixos e com
alta frequéncia de auto-imunidade para 6rgaos especi-
ficos (tirdide, gastrico).

Tal como na diabetes tipo I, coexistem os marcadores
imunologicos (ICA e anti-GAD) com os marcadores ge-
néticos (maior frequéncia de HLA DR3, DR4). A frequén-
cia da positividade dos anticorpos anti-GAD atinge 74%
destes casos?*?, Zimmet denomina este tipo de diabetes
de LADA (latent autoimune diabetes in adults)?. Trata-
se de doentes que inicialmente sdo tratados com dieta e
antidiabéticos orais durante meses a anos, mas que pro-
gridem inexoravelmente para a insulinodependéncia. O
reconhecimento de marcadores genéticos e imunologi-
cos susceptiveis de identificar estes doentes é fundamental
para o seu diagnostico e tratamento adequados.

Testar os anti-GAD pode constituir um procedimento
de rotina para detectar a insulinodependéncia latente,
permitindo a classificagdo e o tratamento mais adequa-
dos (Fig. 1)3.

Os anticorpos anti-GAD, dirigidos contra um antigé-
nio bem caracterizado, sio actualmente considerados
especialmente uteis na predicao e diagnostico de futu-
ra insulinodependéncia?®. Os anti-GAD possuem a du-
pla vantagem de ser tdo sensiveis como os ICA e mais
especificos — apresentam uma sensibilidade de 80% e
especificidade superior a 90% na predicdo de insulino-
dependéncia®. Estes anticorpos tém elevado valor pre-
ditivo, pois, ao contririo dos ICA, podem anteceder o
inicio dos sintomas em 10 anos e persistir até 40 anos
apo6s o diagnostico de diabetes. Possuem ainda outra
vantagem, que ¢ a facilidade do seu doseamento atra-
vés de técnicas de ficil padroniza¢io, como a imuno-
precipitacao. Como desvantagens, apontam-se os fac-
tos de estes anticorpos nao serem espécies-especifi-
cos, nem 6rgao- especificos, e que factores como a ida-
de e a raca (por exemplo: menor frequéncia nos asiiti-
cos) influem na sua prevaléncia.

Em conclusio, o adulto jovem ndo obeso coloca fre-
quentes dificuldades diagnosticas. Nestes casos, testar
os anti-GAD pode ser muito Util para predizer insulino-
dependéncia. O seu tratamento precoce com insulina
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poderi constituir uma forma de interven¢do imunote-
rapéutica importante, preservando um maior nimero
de ithéus funcionantes e diminuindo o risco de compli-
cag¢des microvasculares tardias da diabetes.

b) Crianca

A diabetes tipo [ é rara antes dos 9 meses e sua preva-
1éncia apresenta um pico entre 0s €inco e 0s quinze anos.
A evolugio é geralmente rapida nos doentes com me-
nos de 5 anos e mais lenta nos com idade superiora 15
anos. Na crianga, outros anticorpos além dos anti-GAD
sdo importantes, particularmente os ICA e IAA. Relati-
vamente aos anticorpos anti-GAD, estes sao detectados
em 70-80% dos crianc¢as com diabetes recém-diagnosti-
cada??627 No entanto, ao contrario dos ICA e TAA, os
anticorpos anti-GAD vieram a revelar-se menos sensi-
veis (especialmente na crianga menor de 10 anos do
sexo masculino)?’. Parece também nao haver correla-
¢do entre os titulos de anti-GAD e o grau de destruicdo
celular B na crianca, ao contririo do demonstrado no
adulto por Petersen e col.2628,

Estudos populacionais realizados recentemente vieram
demonstrar que o rastreio isolado de anticorpos anti-GAD
na crianga se revelou pouco util na previsao da diabetes
tipo I. Na crianga, a maxima sensibilidade e especificida-
de consegue-se com a utilizagao de varios marcadores
ICA associados a AAl e anti-GAD, conjugados com mar-
cadores de susceptibilidade genética (HLA) e com dados
sobre a lesdo tecidular®®?’. Assim, rastreios populacio-
nais vieram demonstrar uma sensibilidade de ICA asso-
ciados a anti-GAD de 99% na Sardenha e de 75% em In-
glaterra e Itdlia. Quanto aos familiares de diabéticos tipo
1, verifica-se que os anticorpos anti-GAD aumentam a sen-
sibilidade e o valor preditivo dos ICA e JAA.

c¢) Gravida

A diabetes gestacional inclui diferentes formas de
doenga, desde diabetes transitéria, DNID e um grupo
de mulheres com lenta evolu¢do para DID. A DID que
surge durante a gravidez caracteriza-se por um prolon-
gado periodo de remissao ap6s o parto (de meses a anos),
que é consequéncia das elevadas necessidades de in-
sulina durante o periodo gestacional. Este periodo de
remissdo € semelhante a fase pré-diabética e o seu re-
conhecimento torna-se fundamental?.

O valor dos anticorpos anti-GAD como marcadores
preditivos de insulinodependéncia na gravida foi sugeri-
do pelo estudo de Tuomilehto realizado sobre um scree-
ning retrospectivo para anti-GAD de gravidas diabéticas.
A sensibilidade deste estudo na predic¢ao de insulinode-
pendéncia foi de 82% e a especificidade de 100%, verifi-
cando-se que a positividade destes anticorpos podia an-
teceder em 10 anos a insulinodependéncia®.

Petersen e col. demonstraram recentemente que a
presenca de anticorpos anti-GAD 65 durante a gravi-
dez esta associada a alto risco de desenvolver DID. Se-
gundo os mesmos autores, apenas a positividade para
estes anticorpos, € ndo o seu nivel, se correlaciona com
a rapida perda de fungio celular B, ndo havendo rela-
¢do entre o seu nivel e o intervalo de tempo correspon-
dente ao periodo de remissao?s.

Em conclusido, também no caso da diabetes gestacio-
nal a utilizacdo de anti-GAD de rotina associado a ou-
tros marcadores de auto-imunidade (particularmente os
ICA) poderi ser Gtil na selec¢io de doentes que evolu-
am para insulinodependéncia.

Outras implicacoes dos anti-GAD

A importincia do exacto conhecimento da etiopatoge-
nia da diabetes reside na possibilidade da sua preven-
¢do. O reconhecimento de que a lesdo da célula B é pro-
gressiva e pode anteceder em anos o aparecimento da
diabetes, aliado a pesquisa de anticorpos marcadores, a
deteccdo de marcadores de susceptibilidade genética e a
marcadores de reserva funcional (perda do pico precoce
de insulinossecrec¢do), vieram fomentar miltiplas tenta-
tivas de prevengio desta doenca. Intimeros centros tém
vindo a desenvolver protocolos imunoterapéuticos visando
a inibi¢io do.mecanismo imunitario. Inicialmente, foram
utilizados imunossupressores generalizados, como a ci-
closporina e a azatioprina, mas todos vieram a falhar na
prevencdo a longo termo e foram abandonados pelos
seus efeitos acessorios. Recentemente, foram também
utilizados, sem grande éxito, anticorpos monoclonais di-
rigidos contra LT e a nicotinamida.

As mais recentes estratégias de prevencgao incluem o
emprego precoce da insulinoterapia. O emprego pre-
coce de insulinoterapia visando poupar a célula B pa-
rece atrazar a progressdo para insulite, por diminuir a
expressao antigénica®’. Agora que o GAD foi identifi-
cado, clonado e provado como importante no desen-
volvimento da diabetes tenta-se utilizi-lo na prevencio.
A administracio de GAD esti actualmente a ser estuda-
da em modelos animais, tendo como objectivo a aqui-
sicao de tolerincia para esta molécula, impedindo as-
sim o desencadear da reac¢do auto-imune. Usando o
antigénio alvo-GAD, o sistema de células T auto-reacti-
vas torna-se permissivo, podendo constituir uma forma
de prevencio efectiva num futuro préximo (vacina?).

Conclusdo

Os anticorpos anti-GAD sdo actualmente os marca-
dores de auto-imunidade mais importantes na diabetes
tipo I. Possuem a dupla vantagem de apresentar eleva-
da sensibilidade e especificidade e poderem anteceder
em anos a diabetes clinica e persistir durante anos apds
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o seu diagnostico. Sdo especialmente tteis no diagnos-
tico diferencial da diabetes do adulto ndo obeso e na
diabetes gestacional. Testar os anti-GAD no adulto ndo
obeso pode ser o procedimento de rotina para detectar

insulinodependéncia, permitindo a classifica¢do e o tra-
tamento mais adequados. A sua aplicagdo a grupos de
risco permitira também a utilizacio de novas formas de
intervencdo na prevengao desta doenga.
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