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RESUMO

Desde a primeira descri¢do dos anticorpos citoplasmaticos contra células da
ilhota (ICAs) em pacientes com diabetes tipo I, estes marcadores humorais vem sendo
progressivamente mais utilizados em investigacdo clinica. No presente estudo, um
método para detec¢do dos ICAs foi implantado no Hospital de Clinicas da Universidade
Federal do Parand. Os anticorpos foram determinados de acordo com um protocolo
padrio, baseado na técnica convencional de imunofluorescéncia indireta, em cortes de
pancreas humano realizados em criostato. ICAs foram primeiramente pesquisados
pesquisando-se 5 pancreas diferentes e 10 amostras de soro. Através da comparacao
dos resultados com aqueles obtidos na Universidade de Minnesota, um dos péancreas
foi selecionado para ser usado na segunda parte do estudo. Uma curva padrio foi
construida, baseada no titulo final de diluicio obtido neste mesmo pancreas para
diferentes dilui¢Ges do soro internacional de referéncia, possibilitando a expressdo dos
resultados em unidades JDF (Juvenile Diabetes Foundation). A prevaléncia dos ICAs foi
entio determinada em cinqiienta criangas e jovens com diabetes tipo I recém-
diagnosticado e em 40 irmdos nio-afetados de pacientes com diabetes tipo 1. A
porcentagem encontrada de pacientes com ICAs na instalacio do diabetes (66%) se
encontra dentro da variagdo descrita por outros (50-84%). A freqiiéncia relativamente
alta de ICAs no grupo de irmios (5%) exige testes futuros em um nimero maior de
pessoas, com acompanhamento rigoroso.



ABSTRACT

Since the first description of cytoplasmic islet cell antibodies (ICA) in type I
diabetic patients, these humoral markers have been increasingly applied in clinical
investigations. In this study, a method for ICA detection was established at the Hospital
de Clinicas of the Universidade Federal do Parana. These antibodies were determined
according to a standard protocol based on the conventional indirect
immunofluorescence technique, on cryostat sections of human pancreas. ICA were first
determined using 5 different pancreata and 10 serum samples. By comparison of results
with those obtained at the University of Minnesota, one of the pancreas was selected to
be used in the second part of the study. A standard curve was constructed based on
end-point titers obtained on this very pancreas for different dilutions of the international
reference serum, making it possible to express the results in JDF (Juvenile Diabetes
Foundation) units. The prevalence of ICA was then studied in 50 newly diagnosed
children and juveniles with type I diabetes, and in 40 unaffected siblings of type I
diabetic patients. The percentage of patients with ICA at the onset of the disease (66%)
was within the range reported by others (50-84%). The relatively high frequency of ICA
in the group of siblings (6%) demands further testing in a greater number of persons,
and close follow-up.
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INTRODUCAO

O diabetes mellitus insulino-dependente (DMID), também chamado diabetes
tipo I, juvenil ou auto-imune, ¢ uma doenca metabélica resultante da destrui¢do das
células beta das ilhotas de Langerhans do pancreas, sendo. necessaria reposicao
permanente de insulina para a manuten¢io das fun¢des metaboélicas do individuo. A
progressio da doenca € caracterizada por lesGes vasculares ateroscleréticas,
insuficiéncia renal e amaurose. Ao nos defrontarmos com uma enfermidade como esta,
que freqiientemente se instala na infincia e adolescéncia, detérminante de um grande
nimero de imposicdes na vida didria e associada a tdo graves complicacbes, ¢é
impossivel que nao nos perguntemos: isto ¢ mesmo inevitavel?

A descoberta de anticorpos circulantes contra células das ilhotas de Langerhans
(ICAs) no pancreas e sua relacdo com a presenca ou o futuro desenvolvimento de
diabetes tipo I (BOTTAZZO, FLORIN-CHRISTENSEN e DONIACH, 1974;
MACCUISH et al. 1974), favoreceu a implicag¢ao da auto-imunidade na fisiopatologia da
doenca e abriu uma nova perspectiva.

Estudos conduzidos posteriormente, utilizando terapéutica imunossupressora,
nao conseguiram de forma inequivoca modificar a evolu¢do do DMID recém-
diagnosticado (MAHON e DUPRE, 1996). As pesquisas entdo se voltaram para o que
passou a ser denominada a fase nao-hiperglicémica do diabetes tipo I ou fase de pré-
diabetes, pela crencga de que a interven¢do mais precoce poderia impedir a destrui¢ao
progressiva das ilhotas até o desenvolvimento de sintomas clinicos da doenca
(REWERS e NORRIS, 1996).

As coortes selecionadas para estudo foram de familiares de portadores de DMID,

cuja probabilidade um pouco maior de apresentar a doenca em relacdo a populagdo
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geral deveria proporcionar uma maior freqiiéncia do desfecho a ser observado. O
comportamento dos ICAs e de outros marcadores imunolégicos foram sendo
estudados, com o objetivo de analisar sua possibilidade de predizer a doenca.

Atualmente ainda se busca um ou mais marcadores que sejam, de forma isolada
ou conjunta, ao mesmo tempo sensiveis, especificos e de facil execugdo, para a
predicao do diabetes tipo I, tanto em familiares de pacientes com diabetes tipo I como
na populacio geral. Enquanto este marcador ideal ndo esta disponivel, ja se encontram
em andamento os primeiros estudos de intervencido em familiares de diabéticos, com
base na presenca de ICAs, na avaliacdo da secrecdo de insulina e na auséncia de
determinados marcadores genéticos (SKYLER e MARKS, 1996).

A implantacdo da técnica para detec¢ao dos ICAs no Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Parand, traz a possibilidade de participacdo do Centro de
Pesquisa em Diabetes em protocolos internacionais, além de tornar estes anticorpos
disponiveis para uso clinico. A pesquisa de familiares positivos dentre um grupo de
irmaos de pacientes com diabetes tipo I no presente trabalho, consiste na primeira
etapa da identificacdo do potencial deste anticorpo como marcador da doenca em nosso

meio.
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OBJETIVOS

1 Revisar alguns aspectos da literatura relacionada a deteccao dos anticorpos
antiilhota, no sentido de justificar a escolha do método e posicionar este marcador

no contexto da historia natural do diabetes tipo I.

2 Implantar o método para detec¢ao dos anticorpos antiilhota no Hospital de Clinicas
da Universidade Federal do Parand, através da pesquisa por imunofluorescéncia

indireta em cortes de pancreas humano nao-fixado (fase I).

3 Observar a prevaléncia dos anticorpos antiilhota em um grupo de 50 pacientes
com diabetes tipo I recém-diagnosticado e em 40 irmaos de pacientes com

diabetes tipo 1, aplicando a técnica recém-implantada (fase II).
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REVISAO DA LITERATURA

1 EMBRIOLOGIA E HISTOLOGIA DAS ILHOTAS DE LANGERHANS

O pancreas é composto por dois tipos principais de tecidos: os 4cinos, 0s quais
secretam sucos digestivos no duodeno e as ilhotas de Langerhans, as quais nao
eliminam suas secrecOes externamente, porém, ao contrario, secretam insulina e
glucagon diretamente na corrente sangiiinea.

Um péncreas humano contém mais de um milh3o de ilhotas é cada ilhota
consiste de varios milhares de células, em organizacdo tridimensional (WILLIAMS e
GOLDFINE, 1985; BONNER-WEIR e SMITH, 1994). As ilhotas de Langerhans
parecem se originar de algumas células protodiferenciadas das porcoes terminais dos
tabulos pancreaticos em formac@o. No inicio estas células estido espalhadas por todo o
tecido exdcrino, depois se distribuem em grupos na membrana basal e finalmente estes
grupos serdo separados do tecido exocrino para formar ilhotas (PIETROPAOLO e
BABU, 1996).

As ilhotas contém trés tipo principais de células que sao denominadas alfa, beta e
delta, as quais se diferenciam umas das outras por suas caracteristicas morfoldgicas e
de coloracao. As células beta, que constituem aproximadamente 60 por cento de todas
as células, localizam-se principalmente no meio das ilhotas e secretam insulina. As
células alfa, aproximadamente 25 por cento do total, secretam glucagon. E as células
delta, em torno de 10 por cento do total, secretam somatostatina. Além disso, pelo
menos um outro tipo de célula, a célula PP, estd presente em pequeno numero nas
ilhotas e secreta um hormoénio denominado polipeptideo pancreitico (GUYTON e
HALL, 1996).



FIGURA 1- ILHOTA DE IANGERHANS CORADA PELO HE

Corte histolégico de pancreas humano, demonstrando ILHOTA DE LANGERHANS (*) composta por
células com citoplasma mediano e granular e nicleos ovais (HE X 400).

FIGURA 2 - ILHOTA DE LANGERHANS A IMUNOHISTOQUiMICA PARA ENOLASE

Corte hlstoléglco de pﬁncreas humano, corado por ununohlstoquimlca [-n;.ra ENOLASE (%),
demonstrando forte positividade de grinulos neurosecretérios no citoplasma das células (Avidina-
Biotina /PAP X 400).
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A distribui¢ao de células endécrinas ndo é ao acaso, com um ntucleo de células
beta circundado por um manto descontinuo de células ndo-beta, com 1 a 3 células de
espessura; ilhotas humanas podem ser consideradas como tendo varias destas
subunidades.

Células beta sdo poliédricas e arranjadas em tubos de 8 a 10 células circundando
capilares (HUTTON, 1989). Em células beta bem granuladas o reticulo endoplasmatico
rugoso é escasso e disperso entre numerosos grinulos secretérios. O granulo
secretério de insulina da célula beta pancreatica mede 200-300 nm em didmetro e é
uma organela intracelular complexa composta de muitas proteinas, com diferentes
fungdes fisiologicas e enzimaticas (PIETROPAOLO e BABU, 1996) |

O crescimento do tecido da ilhota € superado pelo crescimento do tecido
exdcrino, de tal maneira que a massa de ilhotas de 20 % no recém-nascido compreende
no adulto apenas 1 a 2% de todo o pancreas, ou seja, 1 g do tecido com 8 mg ou 200 U
de insulina (BONNER-WEIR e SMITH, 1994; PIETROPAOLO e BABU, 1996). O
tamanho de uma ilhota pode variar desde umas poucas células e menos de 40 pm em
didmetro para aproximadamente 5000 células e 400 pm em didmetro. Dentro do
pancreas, pequenas ilhotas de até 160 um de didmetro tendem a se distribuir por todo
o tecido pancreatico. No rato e provavelmente em outros mamiferos, ilhotas com até
.160 um representam 75% das ilhotas em numero, mas somente 15% em volume. Ilhotas
maiores que 250 pym em didmetro sio somente 15% em ndmero, mas 60% do volume.
Estas ilhotas sdo loc:;ﬂizadas préximo a ductos maiores ou vasos sangiiineos que nao
sa0 cercados por tecido acinar (WILLIAMS e GOLDFINE, 1985; BONNER-WEIR e
SMITH, 1994). Além da diferenca em tamanho das ilhotas, acredita-se que as ilhotas
seriam heterogénas em funcio (PIETROPAOLO e BABU, 1996; BONNER-WEIR e
SMITH, 1994). A cauda, corpo e parte superior da cabeca é pobre em glucagon e rica
em polipeptideos pancreaticos, enquanto a maior parte da cabeca do péncreas
(processo uncinado) é rica em glucagon e pobre em polipeptideos pancreaticos. A
heterogeneidade das células da ilhota poderia explicar por que no diabetes mellitus tipo

I as células ndo sofrem simultaneamente o mesmo processo patolégico.
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2 FISIOPATOLOGIA DO DIABETES TIPO I

Segundo o modelo proposto por EISENBARTH (1986), o desenvolvimento do
diabetes tipo I se processaria em seis estadios, sendo o primeiro deles o da
suscetibilidade genética. Algumas pessoas geneticamente suscetiveis teriam um
evento hipotético (estadio II), o qual desencadearia a auto-imunidade (estadio III).
Inicialmente, mesmo pacientes com anormalidades imunoldgicas evidentes teriam
secrecio de insulina normal. Durante o estadio IV, além das anormalidades
imunoldgicas, observa-se perda progressiva da capacidade de secrecdo de insulina
estimulada pela glicose, apesar do paciente ainda apresentar niveis glicémicos
normais. O fim da assim chamada fase de pré-diabetes ou fase nao-hiperglicémica do
diabetes, corresponderia a instalacdo clinica da doenga (estagio V), quando somente
dez por cento de células beta ainda persistiriam, com alguma secrecdo residual de
insulina. Alguns anos depois do desenvolvimento declarado do diabetes,

essencialmente todas as células beta teriam sido destruidas (estagio VI) (Figura 3).

FIGURA 3 - HISTORIA HIPOTETICA PARA O DIABETES AUTO-IMUNE

? Evento precipitante

Predisposicdo |+ Anormalidades imunolégicas
genética | manlfestas

1

|
Liberagdo normal
de Insulina | Perda progressiva

| da liberagdo de
| Insutina | Diabetes
instalado
Massa de+/ | Glicose :P ]
células 1 normal eptideo C
| lpresentd
Beta | |

|
Nenhum

|
|
|
|
|
1
|
|
|
|
: 'peptideo C
|

|

|

]

l
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|
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]
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| | | r b |
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FONTE: EISENBARTH, GS. 1986.
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Desta forma, o diabetes tipo I poderia ser definido como uma doenca auto-imune
geneticamente programada. Doencas auto-imunes sio doencas devidas a efeitos
patogénicos de auto-anticorpos ou células T autoreativas que provocam inflamacao,
alteracdes funcionais e lesdes anatdmicas. Quatro critérios geralmente tém sido
utilizados para se considerar uma doen¢a como auto-imune (ROSE e BONA, 1993):

1. o estado de doenca pode ser transferido pelos anticorpos ou células T dos
pacientes;

2. o curso da doenca pode ser desacelerado ou evitado por terapéutica
imunossupressora;

3. a doenca estd associada a manifestacoes de auto-imunidade humoral ou
mediadas por célula e dirigida contra o 6rgao alvo;

4. a doenca pode ser experimentalmente induzida por sensibiliza¢io contra um
antigeno presente né orgio alvo, o que pressupde o conhecimento do auto-
antigeno alvo.

Os primeiro e segundo ponfos seriam mandatérios e o terceiro e quarto
importantes, porém menos criticos. O DMID humano preenche os trés primeiros
destes critérios e argumentos indiretos existem em modelos animais para o quarto
(BACH, 1994).

Recentemente foi contestado este “dogma” de que o diabetes tipo I é uma
doenca auto-imune dérgao-especifica cldssica, na qual células beta sdo destruidas por
mecanismos mediados por linfocitos T e que auto-anticorpos circulantes s3o
marcadores do processo de doenc¢a em andamento (NERUP et al., 1994). Segundo esta
teoria, se o termo patogénese define os primeiros eventos e mecanismos envolvidos na
destruicio da célula beta, existem amplas evidéncias de que uma série distinta de
acontecimentos tém lugar, muito antes que a invasao da ilhota e a destruicdo da célula
beta por linfécitos T citotéxicos seja possivel. Desta forma, a patogénese do DMID
compreenderia duas fases. Em uma fase inicial, ndo linfécito-dependente, o macréfago -
teria um papel fundamental como apresentador do antigeno, acelerador da resposta

imune e produtor de moléculas citotéxicas contra a célula beta, ou seja, secrecao de
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citocinas. A segunda fase corresponderia a amplificacio e perpetuagédo da destruicao da
célula beta, mediada por linfécitos T. Ainda segundo este modelo as proteinas da ilhota
niao seriam antigenos em sua forma nativa; ao contrario, estas proteinas se tornariam
antigenos apos as células beta serem destruidas.

Com respeito a destruicdo da célula beta no contexto da inflamagdo, outra
hipotese deve ainda ser considerada. Acredita-se atualmente que a apoptose ou
morte programada ¢ uma caracteristica de um ndmero de populacdes celulares.
Considerando-se esta possibilidade, poderia haver um defeito genético nas células
beta, levando-as a morte em uma taxa que superaria sua capacidade de regeneracao.
A morte celular levaria a liberacio de constituintes intracelulares, induzindo a resposta
inflamatoéria, que é observada como insulite. A inflama¢dao meramente aumentaria o
processo destrutivo. Apesar de ser uma hipotese atraente, segundo alguns autores um
defeito intrinsico na célula beta seria improvavel em humanos, em virtude da auséncia
de concordancia absoluta da doenca em gémeos monozigéticos. Em modelos animais
as evidéncias contra este mecanismo de autodestruicdo programada seriam ainda mais
fortes. Ratos BB (BioBreeding, ratos que desenvolvem espontaneamente diabetes
semelhante ao diabetes tipo I humano), tratados com transfusdo inespecifica de
linfocitos, tém o diabetes permanentemente evitado e, tanto em ratos BB como em
camundongos NOD (camundongos diabéticos nao-obesos, outro modelo animal do
DMID humano) estudados por histologia seriada, ndo foram observadas evidéncias de
apoptose de células beta (ROSSINI et al., 1993).

Por outro lado, evidéncias abundantes sugerem que o DMID resulta da
destruicdo das células p da ilhota mediada por células. Estas evidéncias incluem a
demonstracio de respostas de células T especificas para antigenos das células B em
pacientes com DMID e naqueles com risco aumentado para a doenca, mais o infiltrado
de células mononucleares nas ilhotas pancreaticas. Além disso, foram descritas
alteracoes nas linhagens de linfocitos (POZZILLI et al., 1983), diminuicdo na relacao
de linfocitos CD4/CD8 (AL- SAKKAF et al., 1989) e lise de células da ilhota mediada
por linfécitos T citoliticos (ABBAS, LICHTMAN e POBER, 1991).
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Observacoes em modelos animais sugerem também que células T sdo
necessarias e ativamente envolvidas na destruicdo das células beta. Estes dados tornam
razoavel lancar a hipétese de que marcadores especificos da imunidade celular deverao
se tornar, oportunamente, superiores a auto-anticorpos na capacidade de prever a
instalacao da doenca. Entretanto, a avaliacio da reatividade da célula T, baseada
somente na proliferacdo, € dificultada por varios fatores (ATKINSON e BOWMAN,
- 1996). A freqiiéncia antecessora de células T auto-reativas na periferia, na maior parte
das doencas auto-imunes, parece ser baixa e a medida da proliferacdo nao leva em
conta que células T reguladoras podem estar modulando a atividade das células T a
nivel local, fazendo com que a proliferacio possa nao estar relacionada com o estado de
propensio a doenca. Infelizmente, estudos de grande porte monitorizando a produgao
de citocinas, bem como a freqiiéncia de células auto-reativas que antecedem a
instalacao clinica da doenca em pessoas com diabetes, ou com risco aumentado para a
doenca, ainda nao foram publicados.

Marcadores mais fiéis no DMID tém sido os anticorpos citoplasmaticos contra
células da ilhota (ICAs) (BOTTAZZO, FLORIN-CHRISTENSEN e DONIACH, 1974), os
anticorpos antiinsulina (IAA) (GORSUCH et al, 1981), anticorpos contra a
descarboxilase do acido glutamico (anti-GAD) (BAEKKESKOV et al., 1982) e mesmo
anticorpos que seriam dirigidos a supostos componentes da reatividade dos ICAs, como
os anticorpos anti-proteina tirosino-fosfatase (anti-PTP) (BONIFACIO et al., 1995).

ICAs sdo anticorpos orgao-especificos, reagindo contra todos os tipos de células
da ilhota e, dentre os marcadores citados, sio os mais estudados, reconhecidos e
validados marcadores da fase nao-hiperglicémica do diabetes tipo I (BINGLEY et al.,
1993). Outras indicagdes clinicas para os testes de detec¢io dos ICAs, além da predigao
do diabetes tipo I, sdao a averiguacio do desenvolvimento de futura insulino-
dependéncia em diabéticos tipo II tratados com dieta e hipoglicemiantes orais
(NISKANEN et al, 1991) e em individuos com diabetes gestacional (MCEVQY,
FRANKLIN e GINSBERG-FELLNER, 1991).
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3 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE ANTICORPOS ANTIILHOTA

A descoberta dos ICAs veio fortalecer o conceito de que o diabetes tipo I é uma
doenca auto-imune. A partir da década de 70 comecaram a se acumular evidéncias de
auto-imunidade pancreatica, porém uma das dificuldades para que fosse aceita a
forma auto-imune do diabetes mellitus era justamente a auséncia de anticorpos
circulantes contra células da ilhota, nos estudos feitos até entdo. Finalmente em
novembro de 1974 foi descrita a detec¢do de tais anticorpos por imunofluorescéncia,
em 13 pacientes com doenca poliglandular auto-imune, de um total de 171 casos
estudados (BOTTAZZO, FLORIN-CHRISTENSEN e DONIACH, 1974). Os autores
observaram que a falha nas tentativas prévias para detec¢do dos ICAs poderia ser
atribuida ao teste de diabéticos ndo selecionados, excluindo-se em uma série
pacientes com outras desordens auto-imunes. E ressaltaram que todos os pacientes
diabéticos tiveram a pesquisa dos ICAs positiva e a doenca clinica estava presente em
10 dos 13 pacientes que eram positivos para os anticorpos anticélula da ilhota, sendo
que em dois destes pacientes os sintomas de diabetes mellitus apareceram apds a
deteccao dos anticorpos no soro.

Quase simultaneamente foi descrito o achado de anticorpos circulantes contra
células da ilhota em 5 pacientes com DMID e auto-imunidade coexistente, reforcando a
hipétese de que existiria uma forma auto-imune de diabetes (MACCUISH et al. . 1974).
Os autores sugeriram pelos seus dados que os ICAs niao poderiam ser detectados em
pacientes que, além de diabetes, ndo apresentassem oufras doencas auto-imunes
maiores, o que mais tarde néo foi confirmado. Ja especulavam que o fato de terem sido
incluidos em tentativas anteriores soros de pacientes com diabetes tipo II, nos quais
uma doenca de etiologia auto-imune seria improvavel, poderia ser uma das
explicacoes para as falhas nas deteccoes. E concluiram que outros estudos seriam
necessarios para confirmar a grgao-especificidade dos ICAs e caracterizar a natureza e
localizacdo do(s) antigenos(s) contra os quais os anticorpos antiilhota seriam

dirigidos.
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A propria topografia dispersa das células da ilhota pancredtica ja foi considerada
uma barreira técnico-anatdbmica a qualquer esforco de pesquisa ou terapéutico
(MONCAYO et al,, 1988). Seja qual for o motivo, tentativas de isolar, caracterizar e
purificar o(s) antigeno(s) da ilhota contra o qual(is) os ICAs estariam dirigidos,
buscando facilitar o desenho de protocolos de larga escala, ainda nao foram totalmente
bem sucedidas.

Moléculas contra as quais os ICAs reagem aparecem antes da 12* semana de
gestacdo e aparentemente estio presentes em todas as células da ilhota (DE KRIJGER
et al.,, 1994). Acredita-se que qualquer antigeno que esteja em maior densidade nas
ilhotas ou que, por uma variedade de razoes, sobreviva melhor dentro das ilhotas do
que no pancreas acinar, a preparacao dos cortes congelados de pancreas, poderia ser
reconhecido por anticorpos e contribuir para a positividade dos ICAs (GIANANI e
EISENBARTH, 1996). Assim, anticorpos a diferentes antigenos da ilhota poderiam
todos resultar em um soro considerado ICA-positivo e soros individuais seriam
freqiientemente misturas de anticorpos a diferentes antigenos da ilhota (PALMER,
1993).

ICAs sdo detectados no soro humano apenas em titulos relativamente muito
baixos, 0 que poderia estar relacionado a carga de antigenos, ou seja, a massa
relativamente pequena de células da ilhota, ou mesmo a inadequacdes técnicas
(VARDI et al., 1987). Com respeito a este ultimo item, desde os primeiros relatos
(BOTTAZZO, FLORIN-CHRISTENSEN e DONIACH, 1974; MACCUISH et al., 1974)
foi utilizada a técnica de imunofluorescéncia indireta e conjugado fluoresceina-
isotiocianato anti-IlgG humana (WELLCOME®), com pancreas humano fresco,
congelado imediatamente apo6s a retirada, em cortes de 57 pm obtidos em um
criostato. Este método foi posteriormente padronizado (GLEICHMANN e BOTTAZZO,
1987), conforme discutiremos mais tarde.

A prevaléncia destes anticorpos por ocasido do diagnéstico do diabetes tipo I

vem sendo relatada entre 50 e 84% (ASSA et al., 1985; LERNMARK et al., 1981;
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BORSEY et al., 1983; RILEY e MACLAREN, 1984; ANDREANI, DI MARIO e
POZZILLI, 1991; LANDIN-OLSSON et al., 1992), em diferentes populagoes .

Em parentes de primeiro grau de pacientes diabéticos tipo I, a prevaléncia de
ICAs é descrita entre 2,0 a 5,0% (RILEY e MACLAREN, 1984; RILEY et al., 1990;
THIVOLET et al., 1991; SKYLER e MARKS, 1993), enquanto somente 0,3 a 0,5% dos
controles sadios apresentam anticorpos contra células da ilhota (NOTSU et al., 1985;
RILEY e MACLAREN, 1984; SKYLER e MARKS, 1993). Casos de ICAs transitorios
ou flutuantes sao considerados raros, embora sejam descritos casos em que os ICAs
intermitentemente desapareceram e reapareceram (RILEY e MACLAREN, 1984).
Foram ainda detectados ICAs em 4% (6/137) de diabéticos tipo II tratados com insulina
e em 2% (1/58) daqueles tratados com hipoglicemiantes orais; ndo foram detectados
em nenhum de 84 diabéticos tipo II recebendo apenas dieta ou 8 pacientes com
diabetes associado a pancreatite cronica (KOBAYASHI et al., 1981).

Na maioria dos pacientes com DMID, os ICAs desaparecem entre 6 meses a 3
anos apos o diagnostico (LERNMARK et al., 1981; BORSEY et al., 1983; ASSA et al.,
1985). Seu desaparecimento da circulagao, na maior parte dos pacientes com diabetes
tipo I, vem sendo creditado a falta de estimulo antigénico, secunddria ao
desaparecimento das células beta; entretanto, em um subgrupo destes pacientes,
particularmente com evidéncia de outras desordens auto-imunes, ICAs persistem por
mais tempo e em maiores titulos (BOTTAZZO et al., 1978; PUJOL-BORRELL et al,,
1981). Por outro lado, a maioria dos pacientes com sindrome poliendécrina auto-imune
expressaria o que vém sendo denominados ICAs “seletivos” ou restritos (GENOVESE
et al.,, 1992 citados por BONIFACIO, 1996 ). Este tipo de ICAs reage somente com
células B de rato e ndo de camundongo e parece conferir um baixo risco de diabetes
tipo I em comparacido com os ICAs ndo-restritos, tanto para pacientes com sindrome
poliendécrina como para parentes de pacientes com diabetes tipo I.

Uma propor¢do dos ICAs sio fixadores de complemento (CF-ICAs), o que foi
inicialmente relacionado a instalacdo clinica da doenca, podendo ainda refletir mais

seletivamente o dano as células beta pancreaticas (BOTTAZZO et al., 1980). Analisando
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a freqiiéncia destes ICAs fixadores de complemento, foi encontrada uma positividade
de 30% de CF-ICAs em 30 pacientes diabéticos ao diagndstico e de 23% aos 6 meses
(BORSEY et al., 1983). Todos os pacientes com CF-ICAs ao diagnéstico eram ICA-
positivos, enquanto somente 47% dos pacientes com ICAs também tinham CF-ICAs no
soro. Na verdade, CF-ICAs tém mostrado meramente refletir altos titulos de ICAs
convencionais (GLEICHMANN e BOTTAZZO, 1987; VARDI et al., 1987; GOMES et al.,
1990). Em um estudo da progressao para diabetes tipo I em pacientes com auto-
imunidade endécrina e ICAs, foi demonstrado que esta evolugao esta relacionada com a
quantidade de ICAs representada por altos titulos, persisténcia dos ICAs e fixacao do
complemento (BOSI et al., 1991). Esta dltima informacdo € complementar as
observacoes iniciais de que anticorpos tireoideanos e gastricos eram mais prevalentes
em pacientes com diabetes instalado e CF-ICAs persistentes, do que naqueles que
perdiam esta “subespécie” de anticorpos (BOTTAZZO et al., 1980).

Paralelamente a estes estudos, outras estratégias foram sendo desenvolvidas
para a detec¢@o dos ICAs. Cada uma destas técnicas, as quais basicamente diferem na
natureza do substrato e reagentes empregados, tempo de incubacao, na fixacao ou nao
do tecido e no indice escolhido para a quantificacdo dos resultados, tem suas préprias

vantagens, desvantagens, falhas e limita¢oes, a quais serao brevemente discutidas.



18

MATERIAIS E METODOS
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MATERIAIS E METODOS

FASE I. selecio de um péancreas humano adequado como substrato e

implantac3o e validacio da técnica de detec¢ao dos ICAs.

1 Obtenc#o do tecido pancreatico

O tecido pancreatico foi obtido de 6 doadores, todos do grupo O, durante um
periodo de 4 anos. O primeiro pancreas, o unico proveniente de cadaver, com 6 horas
de pés-morte, apresentava sinais de autolise a andlise pela coloracdao hematoxilina-
eosina e nao se mostrou adequado quando submetido a testes preliminares com soros
controle ICA-positivo e ICA-negativo. O pancreas numero 2 foi resultante de
pancreatectomia por cancer, paciente feminina com 46 anos. Os demais foram
provenientes do Servico de Captacdo de Orgdos para Transplantes, em Curitiba,
obtidos de doadores previamente saudaveis, em morte cerebral por processos
traumaticos intracranianos € em condi¢des hemodinamicas estéveis, idades entre 18 e
31 anos, dois deles do sexo masculino e dois do sexo feminino. O procedimento
referente ao transporte e conservacio do pancreas, bem como a montagem das laminas
e realizacdo dos ensaios propriamente ditos, ¢ descrito abaixo e foi idéntico para todas
as amostras.

Inicialmente procurou-se encontrar um substrato com boa antigenicidade para a
realizacdo da pesquisa dos ICAs. Para tanto, os pancreas humanos obtidos foram
sucessivamente submetidos a avaliacio com soro negativo e soro controle positivo
diluido até 1:16, até ser encontrado um substrato capaz de apresentar forte positividade
nesta diluicdo, o que foi conseguido apenas com o pancreas numero 6. Foi entdo

realizada uma avaliacdo dos tecidos obtidos, comparando-se paralelamente os 5
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pancreas (ja excluido o de cadaver), através de afericio sem o conhecimento prévio das
amostras especificas testadas, de 10 amostras de soro provenientes da Universidade de
Minnesota, Minneapolis.

A presenca dos ICAs foi também determinada sem o conhecimento prévio das
amostras especificas testadas, pela visao da imunofluorescéncia na ilhota ao
microscopio e os resultados anotados por dois observadores, conforme o numero na
lamina. Todas os testes foram realizados em duplicata. Os resultados observados foram
registrados como negativos ou, quando positivos, pelo valor final de diluicio com
resultado positivo. Em caso de discordincia entre as leituras, as amostras eram
reanalisadas em oufro ensaio. Persistindo a discordancia, ou em casos de positividade
referida como “fraca”, a amostra era considerada negativa e o resultado fornecido
como a ultima diluicdo na qual ambos os observadores constataram a positividade.
Todas as amostras foram analisadas até a diluicdo de 1:8, inclusive as negativas, para
investigacao do “efeito prozona” (OLSSON, SUNDKVIST e LERNMARK.,, 1987).
Amostras positivas até 1:8 foram aﬁalisada até a diluicao de 1:64. A variacao interensaio
foi avaliada com amostras de soro controle ICA-positivo, soro controle ICA-negativo e
PBS em todos os ensaios. A variagdo intraensaio foi aferida pela realizacao sistematica

dos testes em duplicata.

2 Estabelecimento da curva padrao

Apés a selec@o do pancreas mais adequado conforme comparacio com soros de
titulacoes posteriormente conhecidas, foi iniciada a pesquisa dos ICAs em amostras
constituidas pela diluicao sucessiva das préprias diluigcoes do soro de referéncia JDF,
visando a construcdo de uma curva padrao (BOITARD, et al., 1988; BONIFACIO et al.,
1990). Tal curva permite a expressao dos resultados em unidades JDF, conforme

conven¢do (LANDIN-OLSSON, 1990) (Figura 5).
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3 O método

ICAs em nossos ensaios foram determinados por imunofluorescéncia indireta em
cortes congelados de pancreas humano do grupo O, usando soro fluoresceinado anti-
IgG humano, como descrito por BOTTAZZO, FLORIN-CHRISTENSEN e DONIACH
(1974) e implantado no laboratério do Dr. Jose Barbosa, University of Minnesota,

Minneapolis.

3.1 Congelamento do tecido pancreatico

A fim de se promover um quase imediato congelamento do tecido, evitando a
autolise, pequenos blocos com aproximadamente 5 mm de tecido pancreatico foram
mergulhados por até um minuto em uma pequena cuba com “Tissue Tek - OCT
Compound” (MERCK®), envolta em nitrogénio liquido. Imediatamente apds, os
fragmentos de pancreas foram acondicionados em tubos plasticos fechados e
previamente resfriados em nitrogénio liquido. Os tubos plasticos foram entao mantidos
imersos no gelo seco até o transporte ao recipiente de nitrogénio liquido, onde

permaneceram estocados.

3.2 Preparacéo de laminas

Apoés terem sido concluidas as etapas relativas a obtencdo e conservagao dos
pancreas, teve inicio o processo de realizacdo dos ensaios propriamente ditos. O
primeiro passo desta fase consistiu na preparacdo das laminas que posteriormente
receberiam os cortes de pancreas, através do banho em gel para imunofluorescéncia.

Para a feitura do gel foram utilizados:

500 ml de agua destilada

2,5 g de gelatina (SIGMA®)

0,5 g CrK(SO4)2H20 (SIGMA®)

A 4gua destilada foi aquecida a 60°C e os demais ingredientes foram
adicionados, sob agitacdo constante. Apés a imersdo no gel, as laminas foram

colocadas em estufa a 17°C, para secar por um tempo aproximado de 2 horas antes da
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realizacio dos cortes no criostato. Preferencialmente, as 1aminas foram preparadas no
dia anterior ao do ensaio, sendo armazenadas a 4°C; sob estas condi¢des as laminas

permanecem adequadas para uso por 3 semanas.

3.3 Criotomia do tecido pancreatico

Para a realizacio dos cortes do pancreas em criostato (STARLET-BRIGHT, UK),
a temperatura do aparelho foi ajustada para -20°C, laminas com gel foram pré-
congeladas dentro da cAmara e o pedaco de pincreas mantido no nitrogénio liquido
até a hora de montar o tecido. Quando da montagem do pincreas procurava-se agir
rapidamente para ndo permitir seu aquecimento; o criostato foi ajustado para 4 pm,
dois cortes foram colocados em cada lamina e estas imediatamente levadas a -20°C. As

laminas com o tecido s3o passiveis de utilizacdao por um més.

3.4 Preparo da solucio tampéao e preservadora

Solucao tampao fosfato-salina (PBS):

NaCl - 43,84 g (MERCK®)

NagoHPO4 . 7,4 g (MERCK®)

KHoPO4 . 2,15 g (MERCK®)

Os componentes foram adicionados a 5 litros de agua deionizada e o pH ajustado
entre 7,2a7,4.

Meio de montagem (p-fenilenodiamina-PBS-glicerol):

PBS - 10 ml

p-Fenilenodiamina - 100 mg (SIGMA®)

Glicerol - 90 ml (MERCK®)

Este meio de montagem tem como objetivo retardar o enfraquecimento da

imunofluorescéncia durante a microscopia JOHNSON e ARAU]JO, 1981).
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3.5 Preparacéio dos anticorpos e rea¢ido de imunofluorescéncia indireta
Os soros foram removidos do freezer 15 minutos antes de comecar cada ensaio.
Cada corte de tecido foi circunscrito e numerado ao acaso, para garantir a leitura cega
das laminas codificadas, por dois observadores independentes. A seguir 0,025 ml de
soro foram colocados sobre cada corte, cobrindo bem o tecido e as laminas foram
colocadas em camara umida por 20 minutos. Apds a remoc¢ao do excesso de soro,
estas foram colocadas em banho em PBS, em trés etapas subseqiientes de 5 minutos,
agitando suavemente; as lavagens objetivam remover os componentes do soro nio-
ligados. As laminas foram removidas do banho e secas individualmente, com cuidado
para ndo tocar o tecido. A préxima etapa foi a colocagdo sobre cada corte de tecido de
0,025 ml do anti-IgG humano ligado a fluoresceina, Fab especifico (KALLESTAD®),
desenvolvido em cabra e diluido a 1:64 em PBS. As laminas foram entdo novamente
incubadas em cimara imida e escura por 20 minutos e novamente lavadas em PBS em
trés etapas subseqiientes de 5 minutos, sob agitacio suave. Por fim as laminas foram
removidas e secadas individualmente, colocando-se uma pequena gota do PPD-PBS

glicerol e uma laminula sobre cada corte, selando-se com esmalte.

FASE II: Avaliacdo da prevaléncia de ICAs em pacientes com diabetes tipo I
recém-diagnosticado e em irmaos nao-diabéticos de portadores de diabetes tipo I,

através da aplicacdo da técnica recém-implantada.

1 Selegdo dos grupos para estudo

Foram estudados dois grupos de pessoas, sendo o primeiro de 50 pacientes com
DMID, idade média de 9 anos (amplitude de variacio de 4 meses a 24 anos), relacdo
masculino/feminino 0,85 (23:27) e sintomatologia da doenga por um periodo inferior a
8 semanas. O outro grupo testado consistiu de 40 irmaos nao-diabéticos de portadores
da doenga, ndo relacionados com o grupo anteﬁor, idade média de 10,6 anos

(amplitude de variacdo de 2 a 25 anos ) e relacao masculino/feminino 0,76 (18:22).
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Apos consentimento informado, uma amostra de 5 a 10 ml de sangue foi colhida sem
anticoagulante, de uma veia periférica de cada um dos participantes, sendo o soro

separado por centrifugacio e guardado em duplicata a -20°C.

2 Afericéo dos valores de ICAs

A técnica descrita e implantada foi aplicada aos soros dos dois grupos

estudados.

METODOLOGIA ESTATISTICA

A andlise. comparativa das titulacbes entre os pacientes com diabetes tipo I
recém-diagnosticados com irmaos de portadores de diabetes tipo I, foi realizada através
do teste qui-quadrado para amostras independentes, considerando-se em cada um dos
grupos os pacientes com leituras positivas e negativas.

Os testes estatisticos foram realizados no programa EPI-INFO (1990) da OMS.

As decisoes foram tomadas considerando o nivel de significAncia estatistica de

S%.
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RESULTADOS
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RESULTADOS

A imunofluorescéncia citoplasmatica, envolvendo difusamente as células da
ilhota, foi detectada por dois observadores independentes, sem o conhecimento prévio

das amostras especificas testadas.

FIGURA 4 - ILHOTA DE LANGERHANS POSITIVA A PESQUISA DE ICAs

Corte histolégico de pancreas humano, demonstrando ILHOTA DE LANGERHANS (*) fortemente
corada pela fluoresceina (Imunofluorescéncia X 400).

Os resultados da anélise de 10 amostras de soro fornecidas pela Universidade
de Minnesota (*), utilizando-se os pancreas de 2 a 6 (ja excluido o pincreas obtido de
cadaver) como substrato, foram comparados com os resultados posteriormente

fornecidos por aquela Universidade (Tabela 1).
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TABELA 1 - RESULTADOS OBTIDOS NA ANALISE DE AMOSTRAS DE SORO DA
. UNIVERSIDADE DE MINNESOTA, COM OS PANCREAS N° 2 A 6

P#2 P#3 P#4 P#5 P#6 *MINNESOTA

IDADE 46 18 24 31 22
DOADOR
SEXO F M F M F
DOADOR
1. N N N N N N
2. 1:1 1:2 1:4 1:2 1:16 1:16
3. N N N N N N
4. 1:1 1:1 1:16 1:4 1:64 1l:64
5. 1:1 1:1 1:1 N 1:1 1:1
6. 1:1 1:1 1:2 1:4 1:4 1:8
7. 1:1 1:1 1:2 1:1 1:4 1:4
8. N N N N N N
9. N N N N N N
10. 1:1 N 1:1 N 1:1 1:1

P = PANCREAS

M = MASCULINO

F = FEMININO

N = NEGATIVO

Titulagdo = nivel de positividade

A andlise comparativa entre os resultados obtidos na Universidade de

Minnesota e os testes realizados com os pancreas de 2 a 6 é apresentada na tabela 2.

TABELA 2 - CONCORDANCIA DOS PANCREAS DE N° 2 A 6, EM
RELACAO AOS SOROS DA UNIVERSIDADE DE MINNESOTA

CONCORDANCIA P#2 P#3 P#4 P#5 P#6
© SIM , 6 5 6 4 9
NAO 4 5 4 6 1

P = PANCREAS
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Com base nos dados apresentados na tabela 2, foi selecionado para utilizagdo nos
demais testes o pancreas de numero 6, o qual apresentava ndo s6 o maior numero de
concordéncias (9 em 10) em relacdo ao soros testados na Universidade de Minnesota,
como apresentava a tnica discordancia em apenas um passo de dilui¢do, o que ndo
teria significancia clinica.

Antes da analise dos soros de diabéticos e familiares de pacientes com diabetes
tipo I, foi construida uma curva padrdao com um soro internacional de referéncia
(BOITARD, et al., 1988; BONIFACIO et al., 1990), a fim de possibilitar a expressado dos
resultados em unidades JDF (Juvenile Diabetes Foundation). Foi determinado o titulo
final para cada diluicio como se segue (Tabela 3) e expresso no eixo x a diluicdo

testada e no eixo y o titulo final de cada dilui¢ao (Figura 5).

FIGURA 5 - EXPRESSAOQ REPRESENTATIVA DE DADOS, DE ACORDO COM A
CURVA DE REFERENCIA PARA UNIDADES JDF

TiTULO

DOS ICAs
1764

1/32
116
118
14
112

"

2,5 5 10 20 40 80

UNIDADES JDF DOS ICAs

O log, das unidades JDF para cada padrdo sdo representados graficamente contra o log, do titulo
reciproco de ICA para cada padrio. Considerou-se, em concordincia com o estipulado pelo Workshop
(BONIFACIO, LERNMARK e DAWKINS, 1988), o titulo final para o soro ndo-diluido como
correspondendo a 80 unidades JDF, para a dilui¢do 1:2 40 unidades, etc.. (LANDIN-OLSSON, 1990).



TABELA 3 - TITULO FINAL PARA CADA DILUICAO, A PARTIR DO SORO
NAO-DILUIDO E DE DILUICOES SUBSEQUENTES

DILUICAO LEITURA ICAs

Soro 1/1
1/2

1/4

1/8

1/16
1/32
1/64

+ + + + + + +

Soro 1/2
1/2

1/4

1/8

1/16
1/32
1/64

Z+ + 4+ + o+ o+

Soro 1/4
1/2

1/4

1/8

1/16
1/32
1/64

ZZ+ + + + +

Soro 1/8
1/2

1/4

1/8

1/16
1/32
1/64

ZZZ+ + + +

Soro 1/16
1/2

1/4

1/8

1/16

1/32

1/64

Zzzzz+*+ + +
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TABELA 3 - TITULO FINAL PARA CADA DILUICAO, A PARTIR DO SORO
NAO-DILUIDO E DE DILUICOES SUBSEQUENTES (cont.)

DILUICAO LEITURA ICAs

Soro 1/32
1/2

1/4

1/8

1/16

1/32

1/64

ZzzZ2zZ+ +

Soro 1/64
1/2

1/4

1/8

1/16

1/32

1/64

Z2Z2Z2Z2Z2Z+

Nos anexos 1 e 2 sdo relacionados os resultados obtidos em pacientes com
diabetes tipo I, éintométicos por um periodo inferior a 8 semanas antes da coleta do
sangue e em irmaos de portadores da doenca.

Assim, dentre os portadores de diabetes tipo I com sintomas por um periodo
inferior a 8 semanas, 66% (33/50) mostraram resultado positivo para a presenca dos
ICAs. Destes, 9 (27,2%) foram positivos apenas com o soro nao diluido, 7 (21,2%) até
1/2, 6 (18,1%) até 1/4, 3 (9,1%) até 1/8, 4 (12,1%) até 1/16, 2 (6,1%) até 1/32 e 2 (6,1%)
até 1/64 (Figura 6). Ja dentre os irmaos de diabéticos, a positividade obtida foi de 2

casos em 40 estudados (5%), um deles positivo até a diluicio 1/2 e o outro até 1/8.
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FIGURA 6 - DISTRIBUICAO DOS PACIENTES COM RESULTADO POSITIVO, DE
ACORDO COM A DILUICAO DO SORO

(n=33)
Dil. 1:16 D:bl:-f
12,12% : Dil. 1:64

Dil. 1:1
28,27%
Dil. 1:4
18,18%

Os resultados das comparacgdes entre idades, sexos e ocorréncia ou ndo de
cetoacidose, ndo foram significativos e nao permitiram a constru¢io do modelo
multivariado de regressdo logistica. Nao houve diferencas estatisticamente
significativas entres pacientes com diferentes idades, sexos e resultados de
cetoacidose. As tabelas a seguir (4,5 € 6) e as figuras 7, 8 e 9 sdao descritivas das

amostras pesquisadas.
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TABEILA 4 - DISTRIBUICAO DOS PACIENTES E IRMAOS DOS PACIENTES
PESQUISADOS DE ACORDO COM A IDADE E O RESULTADO

DA LEITURA
PACIENTES IRMAOS DE PACIENTES

IDADE

LEITURA LEITURA LEITURA LEITURA

POSITIVA NEGATIVA POSITIVA NEGATIVA
ATE 4 ANOS 11 2 0 6
DE 5 A 9 ANOS 10 7 0 12
DE 10 A 14 ANOS 9 3 1 11
DE 15 A 19 ANOS 2 2 1 7
MAIS DE 20 ANOS 1 3 0 2
TOTAL 33 17 2 38

FIGURA 7 - DISTRIBUICAO DOS PACIENTES PESQUISADOS, SEGUNDO A FAIXA
ETARIA E O RESULTADO DA LEITURA

NUMERO DE
CASOS

12

LEITURA:

BPOSITIVA
NEGATIVA

até 4 de5a9 de10a 14 de15a19 mais de 20
FAIXA ETARIA (anos)
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TABEIA 5 - DISTRIBUICAO DOS PACIENTES E IRMAOS DOS PACIENTES
PESQUISADOS DE ACORDO COM O SEXO E O RESULTADO

DA LEITURA
PACIENTES IRMAOS DE PACIENTES
SEXO0
LEITURA LEITURA LEITURA LEITURA
POSITIVA NEGATIVA POSITIVA NEGATIVA
MASCULINO 14 1 17
FEMININO 19 1 21
TOTAL 33 17 2 38

FIGURA 8 - DISTRIBUICAO DOS PACIENTES PESQUISADOS, SEGUNDO O SEXO

E O RESULTADO DA LEITURA

NUMERO DE

CASOS

20

18

16

14

12

10
8

6

4

04

MASCULINO

LEITURA:

M POSITIVA
NEGATIVA

FEMININO



TABELA 6

- DISTRIBUICAO DOS PACIENTES E IRMAOS DOS

PACIENTES PESQUISADOS, DE ACORDO COM A
OCORRENCIA OU NAO DE CETOACIDOSE E O

RESULTADO DA LEITURA
PACIENTES

CETOACIDOSE

LEITURA LEITURA

POSITIVA NEGATIVA
SIM 28 14
NEO 5 3
TOTAL 33 17

FIGURA 9 - DISTRIBUICAO DOS PACIENTES PESQUISADOS, SEGUNDO

A OCORRENCIA OU NAO DE CETOACIDOSE E O RESULTADO
DA LEITURA

NUMERO DE
CASOS

30

25 -

20 -
15

10 -

04

LEITURA:

BPOSITIVA
NEGATIVA

Sim NAO
CETOACIDOSE

34
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A concordancia total entre o primeiro e segundo observador na leitura das
laminas foi de 94% para a primeira leitura. Diferencas de leitura foram observadas
apenas em diluicdes iguais ou superiores a 1/8, com as discordancias limitadas a 1
ponto na escala de dilui¢do. Nestes casos foi sempre repetido o teste, considerando-se
entdo para efeito de resultado a ultima diluicao na qual houve concordancia na leitura.
Controles ICA-negativo, ICA-positivo ¢ PBS tiveram sempre leitura compativel, por
ambos os observadores. Em nenhum caso foi observada a conversao de um resultado
negativo para positivo, com a dilui¢do até 1/8 de amostras consideradas negativas a

1/1.
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DISCUSSAO
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DISCUSSAO

E conhecido que as manifestacdes clinicas do diabetes tipo I decorrem da
destruicdo das células pancredaticas além de um nivel critico (EISENBARTH, 1986).
Qualquer que seja o mecanismo desencadeante da seqiiéncia de eventos, o curso
desta destruicio pode levar anos (SRIKANTA et al., 1983; BENNETT, 1985). Desta
maneira, se o paciente em questdo puder ser identificado, abre-se a possibilidade de
deter o processo auto-imune antes da instalagéo clinica da doenca. Intervir nesta fase,
entretanto, significa submeter a tratamento um individuo sadio e assintomatico, que
ndo apresenta risco de progredir para uma doenca fulminante. Portanto, ¢ necessario
que o indice de predicio seja tao mais acurado quanto menos inécuo for o tratamento
preventivo. Além disso, deve-se aceitar um risco maior de efeitos colaterais apenas nos
assim chamados estadios avancados ou tardios de “pré-diabetes” (SKYLER e MARKS,
1993). Torna-se entao fundamental estudar a histéria natural da doenca e seus possiveis
marcadores.

Apesar dos problemas potenciais do ensaio, os quais serdo brevemente
discutidos, os ICAs emergiram precocemente como os mais potentes indicadores de
risco para o DMID, em parentes de primeiro grau de portadores da doenca (ASSA et
al., 1985). Desta forma, a maior parte dos principais estudos de observacio da histéria
natural do diabetes tipo I ja iniciados e mesmo as primeiras tentativas de intervir neste
processo, dependeram da capacidade dos ICAs para identificar pacientes com "pré-
diabetes". A implantacio da técnica de pesquisa destes anticorpos em varios lugares
do mundo, vem permitindo aumentar o nimero de pessoas nestes estudos,

possibilitando ainda a avaliagido de eventuais diferencas regionais.
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A pesquisa por imunofluorescéncia indireta, com cortes em criostato de
pancreas humano do grupo sanguineo O, congelado e nao-fixado, constitui 0 método
padrao para detecc¢do dos ICAs (GLEICHMANN e BOTTAZZO, 1987). Entretanto, um
dos grandes problemas na realizacao destes ensaios foi sempre a dificuldade de
obtenc¢io de pancreas humano de paciente jovem, além da variacdo de sensibilidade
entre diferentes drgaos.

Aparentemente o resultado do teste para pesquisa dos ICAs parece depender
mais da amostra pancrestica do que da variacdo interobservador (MARNER et al.,
1982). Em uma analise de cinco pancreas humanos, todos do grupo sangiiineo O e
congelados insténtaneamente em metilbutano préresfriado em nitrogénio liquido,
foram comparados os cortes nao-fixados dos dois pancreas com maior antigenicidade.
A maior parte dos soros de diabéticos tipo I era positiva para os ICAs, porém 8 de 50
soros eram positivos em apenas um dos dois tecidos (KOLB et -al., 1983). No presente
estudo, foi realizada a comparacio de um ndmero semelhante de pancreas,
constatando-se diferencas de antigenicidade menos marcantes. Por outro lado,
pancreas obtido no periodo pdés-morte é considerado, em geral, inadequado para a
detec¢do dos ICAs, porque quanto mais longo o tempo de isquemia menos apropriado
torna-se este tecido como substrato (BONIFACIO, 1996). Em concordancia, também
no presente estudo, um pancreas retirado seis horas apés a morte apresentava sinais
evidentes de autélise a analise pela coloragdo hematoxilina-eosina e foi excluido das
demais analises.

Compreende-se, entdo, as tentativas persistentes de se utilizar um outro tipo de
substrato para a pesquisa dos ICAs, porém variacoes interespécies tornam o uso do
pancreas humano praticamente obrigatorio (BONIFACIO, 1996), como consideramos
em nosso estudo.

Estudos iniciais relataram a utilizacido de péancreas de rato e cobaia,
concomitantemente a utilizacdo de pancreas humano, com os anticorpos reagindo com
pancreas de ambos os animais (BOTTAZZO et al, 1974). Enquanto trabalhos

posteriores mostraram resultados conflitantes tanto nestes animais como em
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camundongo, carneiro e porco, outro estudo mostrou resultédos idénticos em
pé.ncreas humano e de camundongo, testando soros de pacientes com diabetes do tipo
I (ZEIDLER, 1982).

| Um ensaio foi desenvolvido, o qual utilizava pancreas de rato Wistar-Furth
como substrato, um anticorpo monoclonal antiilhota (A2B5) para identificar as
ilhotas € uma proteina A conjugada a fluoresceina para identificar os anticorpos dos
pacientes (DIB et al. 1987). Além da utilizacdao de um diferente tipo de subsh'ato; este
ensaio expressava também a preocupa¢io com a identificacdo das ilhotas e a reducao
do risco de reacoes falso-negativas. Outra modificacdo com relagio a técnica original,
no mesmo trabalho, foi a substituicio do anti-IgG pela proteina A conjugada a
fluoresceina, como reagente de deteccdo dos ICAs. Foi sugerido que o rato expressaria
um antigeno idéntico ou similar ao do pancreas humano. Outro ensaio de duas cores, o
assim chamado método da proteina A-anticorpo monoclonal (ICAs-pA), foi
desenvolvido com o objetivo de reduzir a interferéncia da coloragdo acinar pancreatica
e facilitar a padronizacdo do ensaio para a deteccdo dos ICAs, utilizando ainda um
fotometro para a quantitacdo especifica da imunofluorescéncia das células da ilhota
(SRIKANTA et al., 1985).

A proteina A marcada pela peroxidase também foi utilizada para tratar a
temperatura ambiente cortes congelados de pancreas humano, incubados com
amostras de soro e submetidos a coloracio pelo HE. Ao contrdrio da técnica por
imunoﬂuorescéncia, este método ofereceria como vantagem o fato de que tecidos
pancreaticos humanos poderiam ser usados independentemente da idade e grupo
sangiiineo, além de que os cortes corados poderiam ser armazenadas por mais de 5
anos. Através deste método, ICAs foram detectados em todos os 14 pacientes com
diabetes tipo I clinicamente instalado por um periodo inferior a 6 meses.

Além da utilizacdo de diferentes substratos e do ensaio de duas cores, outras
alternativas foram propostas para melhorar a sensibilidade do ensaio padrao. Uma
destas variacoes estudadas foi o prolongamento do periodo de incubagio do soro, de

30 minutos para 24 horas (PILCHER e ELLIOTT, 1984). Neste caso, soros foram
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diluidos a 3/1 em uma solu¢do de salina tamponada em fosfato e aprotinina, com o
objetivo de diminuir a quantidade de precipitacdo de interferéncia, a qual ocorre com
o tempo de incubagdo mais longo. Todos os 22 soros ICA-positivos examinados
previamente mostraram um aumento reciproco nos titulos com o prolongamento do
periodo de incubagio, os fatores de incremento variando de 2 a 32. Ja em um grupo de
76 pacientes com DMID recém diagnosticado, a freqiiéncia revista de positividade foi
de 92%, ou seja, 78% de 27 soros considerados inicialmente ICA-negativos foram
achados positivos com o novo ensaio. Postulou-se, entio, que se o ensaio fosse tornado
ainda mais sensivel a taxa de positividade ao diagndstico deveria chegar muito
proximo de 100%. Ainda, dos 127 soros normais (105 criancas e 22 adultos) diluidos a
metade, somente 1 foi positivo com a técnica modificada, apresentando um aumento no
titulo de 2 para 8 com rela¢io a técnica convencional, o que aparentemente indicaria
que o aumento na sensibilidade nao se da as custas da especificidade. Torna-se dificil,
entretanto, excluir perda de especificidade dos ICAs em qualquer populacio estudada
com ensaios mais sensiveis, na auséncia de dados sobre a evolucao dos casos de
pessoas nao-diabéticas e positivas para os ICAs em cada estudo. Por esta razao, foi
optado pelo nao-prolongamento do periodo de incubacio.

Posteriormente, outro estudo procurou avaliar a repercussao do prolongamento
do tempo de incubacdo no ensaio de duas cores, utilizando um anticorpo monoclonal
para a detec¢do das células beta pancreaticas (OLSSON, SUNDKVIST e LERNMARK,
1987). Este novo ensaio foi também realizado na presenca de aprotinina  como
inibidora de protedlise. O objetivo do estudo foi encontrar o tempo 6timo de
incubacao, além de determinar a prevaléncia dos ICAs no DMID recém-diagnosticado
e validar este ensaio no pré-diabetes. No ensaio convencional de duas cores, ICAs
foram positivos em 53/70 (76%) de diabéticos tipo I até no maximo um més do inicio
da insulinoterapia, em 1/50 dos controles e 2/97 dos irmaos depois de 30 minutos de
incubacdo. O titulo médio final dos ICAs, o qual era de 1/16 para a incubacao por 30
minutos, aumentou significativamente para 1/32 depois de 18 horas de incubacio e

para 1/64 depois de 24 horas de incubacio. Entretanto, como nio houve diferencga
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significativa entre o titulo final com 18 e 24 horas, o ensaio de 24 horas foi utilizado
apenas na primeira série de experimentos. A incubagdo prolongada para 18 horas
aumentou a prevaléncia de amostras ICA-positivas para 62/70 (89%) nos diabéticos e
2/50 em controles, enquanto a prevaléncia em irmdos ndo foi modificada. Nos
pacientes diabéticos o titulo médio era de 1/32 aos 30 min. e 1/64 ap6s 18 horas de
incubacao.

Ainda no trabalho de OLSSON, SUNDKVIST e LERNMARK (1987) foi referido
que 16% das amostras de criancas que eram negativas a 1/2, foram consideradas
positivas em diluicdes maiores, uma situagdo ja conhecida como “efeito prozona". O
“efeito prozona” seria dependente de um excesso de anticorpos, inibindo a ligacdo
normal antigeno-anticorpo nas reacdes com soro ndo diluido; esta ocorréncia nao foi
observado em nossas analises.

No estudo aqui relatado, a freqiiéncia encontrada de positividade para os ICAs
foi de 33 em 50 pacientes (66%) com diabetes tipo I, concordante com os achados da
literatura em outros grupos populacionais (LERNMARK et al., 1981; BORSEY et al.,
1983; ASSA et al., 1985; LANDIN-OLSSON et al., 1992).

FIGURA 10 - PREVALENCIAS DE ICAs NO DMID RECEM-DIAGNOSTICADO
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Porém, a prevaléncia de resultados positivos encontrada no grupo de irmaos de
diabéticos, 2 em 40 (5%) pessoas, pode ser considerada um pouco acima da média
observada na literatura (RILEY et al., 1990; THIVOLET et al., 1991). Este tltimo
achado poderia ser atribuido a caracteristicas populacionais ou a boa antigenicidade do
pancreas; entretanto, pode ter sido observada simplesmente pelo pequeno tamanho da
amostra, insuficiente para tal conclusdo. A auséncia de significincia estatistica na
comparacio dos dados referentes as idades, sexos e apresentac¢do clinica do DMID
(presenca ou auséncia de cetoacidose), em individuos ICA-positivos e ICA-negativos, €
concordante com a literatura em sua maior parte (THAI e EISENBARTH, 1993),
embora novamente o ntimero de casos seja muito pequeno para estimular outras
inferéncias.

A relevancia dos dados relacionados ao grupo de irmaos de diabéticos prende-se
ao fato deste ser um grupo com maior probabilidade de resultados positivos que a
populacdo geral, possibilitando uma melhor comparacao com o grupo de diabéticos
recém-diagnosticados, os quais apresentam alta probabilidade pré-teste de positividade
para os ICAs, segundo a prépria literatura. A utilizacdo dos dados referentes aos irmaos
de diabéticos, como fator de predicdo do diabetes tipo I e reflexo de prevaléncia da
patologia em nosso meio, exige o acompanhamento de tais pessoas quanto a possivel
instalacdo clinica da doenca, assim como para o estabelecimento da sensibilidade e
especificidade do teste como marcador do periodo de pré-diabetes. Recentemente, um
estudo objetivando a construcio de um modelo para a predicao de DMID na populagio
geral, relatou uma sensibilidade/especificidade de 84/96% para os ICAs (HAGOPIAN
et al.,1995).

Diferencas interobservador puderam ser contempladas no presente estudo pela
repeticio dos testes, ja que elas diziam respeito apenas a variagdoes nos titulos das
amostras positivas e provavelmente foram devidas, pelo menos parcialmente, a
interpretacoes subjetivas de “positividade fraca”. Por outro lado, o PBS e controles
negativos e positivos em cada ensaio constituem o parametro mais importante para a

avaliacao de variacOes interensaio; a constatacdo de erros e discordancias em sua
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leitura refletem problemas sérios com o teste e invalidariam os demais resultados
observados.

Outra modificacio experimentada com relacdo ao teste convencional de
deteccao dos ICAs, foi a utilizacdo de fixacdo do tecido, a qual resultou em
modificacoes na sensibilidade e especificidade do ensaio. Laminas ﬁreparadas com o
tecido pancreatico humano s3ao adequadas para uso somente por um periodo
aproximado de 30 dias. Métodos de fixacdo, como em solu¢do de Bouin ou em acetona,
apresentariam vantagens potenciais sobre o método nao-fixado, como o
armazenamento por um tempo mais longo e ai melhor preservacdo do detalhe
estrutural, além de que os ICAs seriam detectados com igual sensibilidade
(DOBERSEN et al., 1979, citados por YAGIHASHI et al., 1982). Entretanto, tal método
ndo foi por nos utilizado porque foi referido que o pancreas fixado freqiientemente
mostrava niveis maiores de fluorescéncia de fundo e um padrio irregular de coloracio.
Com isto, muitas vezes era observado um nivel de concordéancia de leitura maior com o
pancreas nao-fixado do que com o pancreas fixado.

Ainda, estudos iniciais mostraram que a prevaléncia dos ICAs em varias épocas
depois do diagnostico do DMID, determinada através do método de fixacdo com a
solu¢iio de Bouin, era comparavel com os dados obtidos em pancreas nao-fixado. Por
razdes nao definidas, entretanto, menos que 20% dos pancreas eram considerados
substratos satisfatérios para o método fixado, enquanto 80% dos pancreas do grupo O
eram adequados para o método nao-fixado (YAGIHASHI et al., 1982). Além disso, ICAs
detectados pelo método padrdo sdo invariavelmente da classe IgG (KOBAYASHI et al.,
1981) e dados sugeriam que os anticorpos detectados em pancreas fixado seriam
primariamente da classe IgM. Pela possibilidade de que autoanticorpos diferentes
estivessem sendo detectados por diferentes métodos, foi feita a recomendacado de que
se utilizasse tecido fresco nao-fixado no screening de rotina dos ICAs, ou fosse feita a
discriminacao do ensaio e método utilizado. Esta medida visava permitir a comparacao
de resultados de diferentes laboratérios, com um maior nimero de pancreas

adequados e maior grau de reprodutibilidade, quando da utilizacdo do pancreas nao-



44
fixado. A recomendacio de que pancreas nao-fixado deveria ser utilizado na pesquisa
de rotina de ICAs em outros grupos, uma vez que ja se mostrava o método apropriado
para pacientes com DMID (ROSENBLOOM et al., 1983), reforcou nossa intencdo em
utilizar pancreas nao-fixado.

Apesar das dificuldades de interpretacdo dos resultados, onze anos se passaram
desde as descri¢oes iniciais dos anticorpos anticélulas da ilhota, até o primeiro
“Workshop Internacional” de padronizacdo destes anticorpos. Neste intervalo de
tempo, estes marcadores humorais foram sendo, cada vez mais, aplicados a
investigac@o clinica e utilizados para classificar o diabetes, como um fator de risco de
futura insulino-dependéncia em individuos predispostos e como um possivel correlato
da fun¢do alterada da célula beta, além de avaliar os efeitos terapéuticos de drogas
imunossupressoras.

A maneira escolhida para contornar a variacio em sensibilidade de diferentes
substratos pancreaticos humanos em laboratérios individuais, foi a confrontacdo dos
tecidos com soros de titulagem conhecida, cujo fornecimento é funcdo maior dos
proprios “workshops” e dos programas sob os auspicios do “Immunology Diabetes
Workshops”. Os relato a seguir procura fornecer outras informagdes no sentido de
justificar a escolha do método convencional de detec¢ao dos ICAs, na execucdo do
presente trabalho.

Assim, no Primeiro Workshop Internacional, vinte e seis laboratérios
determinaram os valores de ICAs em 13 amostras codificadas de soro (GLEICHMANN
e BOTTAZZO, 1987). Vinte e quatro laboratdrios realizaram o ensaio de acordo com o
protocolo padrio, baseado na técnica convencional de imunofluorescéncia indireta,
em cortes de pancreas humano pelo criostato. Além disso, 24 laboratérios realizaram
uma de oito modificacdes no ensaio. As amostras eram tituladas até o ponto final e os
resultados obtidos eram comparados com aqueles do protocolo padrao. Os dois
laboratérios restantes, dentre os 26 participantes, usaram exclusivamente cortes de
pancreas de macaco ao invés de pancreas humano, ou aplicaram coloragao

imunohistoquimica. Seguindo o protocolo padrio, a concordancia interlaboratério foi
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>90%, em 7 das 13 amostras circuladas. Entretanto, uma larga variabilidade de titulos foi
registrada, alcancando de negativo a 128. Destas modificages, promoveram uma
melhora na sensibilidade a incubacdo prolongada na presenca de aprotinina e a
utilizac@o de cortes de péncreas de macaco. Seccoes fixadas pela acetona, usadas por
seis laboratorios, ou um método de imunofluorescéncia de duas cores, aplicado por
trés laboratérios, nio mudaram os titulos em 27 de 35 (77%) e 14 de 25 (56%)
determinacdes, com amostras que tinham sido ICA-positivas pelo protocolo padrao. Em
contraste, a inativacdo pelo calor das amostras antes do teste, realizada por cinco
laboratdrios, resultou em uma diminui¢go dos titulos em 25 de 39 (64%) determinacdes.
Quatro laboratdérios usaram proteina A marcada pela fluoresceina como reagente e
observaram uma diminuicéo nos titulos de ICAs em 22 de 27 (81%) das determinagoes.

O estdgio 3, conduzido em Nova Iorque em outubro de 1987, foi proposto  para
avaliar a precisao de laboratorios individuais, a especificidade dos ICAs, a melhora da
concordancia interlaboratdrio pelo uso do padrio JDF e a expressio dos resultados
em unidades arbitrarias comuns (BOITARD, et al., 1988; BONIFACIO et al., 1990;
LANDIN-OLSSON, 1990). A analise qualitativa dos resultados obtidos com a amostra
de um doador de banco de sangue mostrou uma concordéancia de 81-89% entre os
laboratérios participantes, com relagio a auséncia dos ICAs. Em 25 de 39 ensaios, todas
as 10 amostras ao acaso de doadores do banco de sangue eram ICA-negativo.
Diferencas muito grandes nos titulos de ICAs e na sensibilidade analitica entre os
laboratoérios pode ser observada; entretanto, a conversdao dos titulos para unidades,
usando a curva de dilui¢io padrao JDF aumentou a concordancia entre os laboratérios
com maior precisdo. A concordancia interlaboratério foi, assim, dependente da precisao
intra-laboratério. Concluiu-se que os padrdes disponiveis permitiram a avaliacdo da
precisido e demonstraram que boa precisdo poderia ser alcancada, recomendando-se o
uso de soro padrao para futuros trabalhos cientificos (LERNMARK et al., 1991). Uma
amostra [CA positiva, como a utilizada no presente trabalho, comecou a ser utilizada
como soro de referéncia para estabelecer curvas-padrao e expressar ICAs em unidades

JDF, arbitrarias, porém comuns a todos os laboratdrios.
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Dentro dos limites do que vem sendo denominada a hipotese da destruicio
linear, a época da instalacio do diabetes poderd sera passivel de previsdo com
modelos de regressao linear (THAI e EISENBARTH ,1993). Por outro lado, alguns
individuos poderiam demorar um tempo mais prolongado para atingir o DMID clinico,
enquanto outros trilhariam apenas parte do caminho e em termos praticos nunca

progrediriam para o DMID (Figura 10) (MEHTA e PALMER, 1996).

FIGURA 11 - OUTRA HISTORIA HIPOTETICA PARA O DIABETES AUTO-IMUNE
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FONTE: MEHTA e PALMER, 1996.

Estudos vém demonstrando que a associa¢cdo de varios marcadores podera
melhorar a predi¢io do diabetes tipo I (BINGLEY et al., 1994; HAGOPIAN et al.,1995).
Também o reconhecimento dos antigenos envolvidos na reatividade dos ICAs devera
auxiliar na construcdo de ensaios, eliminando a maior parte dos problemas e

dificuldades encontrados atualmente.
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CONCLUSOES

Anticorpos antiilhota representam nao somente os mais utilizados marcadores da
histéria natural do diabetes tipo I até 0 momento, como tiveram um papel fundamental
na consolidac@o de conceitos relacionadas a esta doenca.

A revisao de alguns aspectos da literatura relacionados a estes anticorpos, no
presente trabalho, teve como objetivo esclarecer pontos especificos relacionados a
técnica de detec¢do, bem como estimular o interesse na averiguacido da presenga de
ICAs. A implantacdo e valida¢io da sua pesquisa por imunofluorescéncia indireta, com
cortes em criostato de pancreas humano, sem fixacao, torna o exame disponivel para
uso clinico e como linha de pesquisa no Hospital de Clinicas da Universidade Federal
do Parana.

A aplicacao do teste de deteccdo recém-implantado, em um grupo de pacientes
com diabetes tipo I recém-diagnosticado, mostra a prevaléncia dos ICAs nesta
populacdo em nosso meio. Quarenta irmaos de portadores de DMID constituiram um
grupo controle especial para o comportamento do ensaijo. A porcentagem relativamente
alta de positividade neste dltimo grupo serve como estimulo para a ampliacdo futura da
amostra, com acompanhamento para a observacio de eventual evolu¢do para diabetes

tipo I clinico.
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ANEXO 1 - DADOS DOS PACIENTES COM DIABETES TIPO I RECEM-DIAGNOSTICADO

INICAIS IDADE SEXO LEITURA CETOACIDOSE
1. RJR 17 anos M 1:2 Sim
2. RAD 3 anos M 1:4 Sim
3. CAP 5 anos M Negativo Sim
4. WAJ 18 anos M Negativo Ndo
5. RM 2 anocs F 1:2 Sim
6. MFS 21 anos M Negativo Sim
7. AN 5 anos F Negativo Sim
8. MU 7 anos F Negativo Sim
9. OR 10 anos M 1:2 Sim
10. DN 6 anos F 1:2 Nao
11. MN 13 anos M 1:1 Sim
12. RC 3 anos M Negativo Sim
13. RMRF 8 anos M Negativo Sim
14, LHP 5 anos M Negativo Sim
15. CK 1l ano F 1:1 Sim
16. RG 8 anos M 1:32 Sim
17. TPA 10 anos M 1:1 Sim
18. RC 13 anos M 1:2 Sim
19, WMS 8 anos M 1:64 Sim
20, YLS 1 ano F 1:16 Sim
21. ELO 19 anos F Negativo Sim
22. RP 9 anos M 1:4 Sim
23. ETP 6 anos M Negativo Sim
24, ATP 10 anos M 1:1 N&o
25, vC 2 anos M 1:1 N&o
26. LCZ 10 anos M 1:16 Sim
27. CCO 1 ano F 1:4 Sim
28. CRO 2 anos F 1:8 Sim
29. APC 5 anos F 1:1 Sim
30. LR 10 anos M 1:16 Sim
31, KKS 7 anos F 1:32 N&o
32. CsC 2 anos F Negativo Sim
33. ALN 20 anos F Negativo Sim
34. ASL 4 anos F 1:8 Sim
35. GWDS 7 anos F Negativo Sim
36. JTL 23 anos M Negativo N&o
37. MMR 11 anos F Negativo Sim
38. ERP 19 anos F 1:1 Sim
39. ELK 24 anos M 1:2 Sim
40. ACC 2 ancs F 1:1 Sim
41, LMP 4 anos F 1:4 Sim
42. DJE 4 meses F 1:64 Sim
43. FTLS 12 anos M Negativo N&o
44. TGA 10 anos F Negativo Sim
45. BHM 8 anos F 1:1 Sim
46. VASP 12 anos F 1:2 Sim
47. JPL 9 anos F 1:4 Sim
48. CTS 9 anos F 1:16 Né&o
49, BLCC 6 anos F 1:4 Sim
50. Iz 12 anos F 1:8 Sim




ANEXO 2 - DADOS DOS IRMAOS DE PORTADORES DE DIABETES TIPO I

INICAIS IDADE SEXO LEITURA
1. EH 10 anos M Negativo
2. KLG 6 anos F Negativo
3. GTB 3 anos F Negativo
4, AFGA 18 anos F Negativo
5. WBF 25 anos F Negativo
6. WBS 21 anos F Negativo
7. MSO 18 anos F 1:2

8. MMC 3 anos F Negativo
9. MSMC 11 anos F Negativo
10. FLMC 8 anos M Negativo
11. LHAP 4 anos F Negativo
12. LCAP 3 anos F Negativo
13. MSB 13 anos M Negativo
14. JocC 13 anos M 1:8

15. Joc 10 anos F Negativo
16. JLB 9 anos F Negativo
17. TLB 5 anos F Negativo
18. DBM 17 anos F Negativo
19. DCBM 15 anos F Negativo
20. LSS 2 anos M Negativo
21. JPM 19 anos F Negativo
22. GPM 11 anos F Negativo
23. GPM 10 anos M Negativo
24, GDTB 11 anos M Negativo
25. RSO 6 anos F Negativo
26. SAJS 15 anos F Negativo
27. DLJS 14 anos M Negativo
28. TMS 14 anos F Negativo
29. AAB 8 anos F Negativo
30. AP 15 anos M Negativo
31. ¥S 16 anos M Negativo
32. RSS 8 anos F Negativo
33. JBO 11 anos M Negativo
34. LAG 3 anos M Negativo
35. RB 5 anos M Negativo
36. MSF 9 anos M Negativo
37. CMS 8 anos M Negativo
38. EJS 12 anos M Negativo
39. MLF 8 anos M Negativo
40. WZS 7 anos M Negativo
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