Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Bioldgicas

Programa de Pés-Graduacdo em Genética

Manuella Maria Silva Santos

Avaliacéo do papel dos polimorfismos nos genes HLA-G elL4R na
suscetibilidade ao Diabetes mellitus tipo 1

Recife

2014



Manuella Maria Silva Santos

Avaliacéo do papel dos polimorfismos nos genes HLA-G e IL4R na
suscetibilidade ao Diabetes mellitus tipo 1

Dissertacdo apresentada ao Programa de Poés-
Graduacdo em Genética da Universidade Federal de
Pernambuco como parte dos requisitos exigidos
para obtenc¢édo do titulo de Mestre em Genética.

Orientador: Sergio Crovella

Coorientador: Rafael Lima Guimaraes

Recife

2014



Catalogacéo na Fonte:
Elaine Cristina Barroso

CRB 1728

Santos, Manuella Maria Silva

Avaliacdo do papel dos polimorfismos nos genes HLA-G e IL4R na
susceptibilidade ao Diabetes mellitus tipo 1/ Manuella Maria Silva Santos. — Recife: O

Autor, 2014.

76 f.:il., fig., tab.

Orientador: Sérgio Crovella

Coorientador: Rafael Lima Guimarées

Dissertacédo (mestrado) — Universidade Federal de Pernambuco. Centro
de Ciéncias Biologicas. Genética, 2014.

Inclui bibliografia e apéndice

1. Polimorfismos (genética) 2. Diabetes 3. Doencas autoimunes I. Crovella,
Marcelo (orientador) Il. Guimaraes, Rafael Lima (coorientador) Ill. Titulo

576.5 CDD (22.ed.) UFPE/CCB-2014-204




Manuella Maria Silva Santos

Avaliacéo do papel dos polimorfismos nos genes HLA-G e IL4R na
suscetibilidade ao Diabetes mellitus tipo 1

Dissertacdo apresentada ao Programa de Poés-
Graduacdo em Genética da Universidade Federal de
Pernambuco como parte dos requisitos exigidos
para obtenc¢édo do titulo de Mestre em Genética.

Aprovado em 14/03/2014

Banca Examinadora:

Prof.° Dr. Rafael Lima Guimardes/UFPE-Genética

Dra. JaquelineAzevédo Silva/UFPE-LIKA

ProfaDra. Monica Lucia Adam/UFPE- CAV

Prof® Dr. Marcos André Cavalcanti Bezerra/UFPE-Genética

Recife

2014



Dedico aos meus pais.



Agradecimentos

A Deus, minha fortaleza.

A minha amada méae, por se fazer presente em cada etapa da minha vida,
orientando e confiando nas minhas escolhas, amparando nos momentos dificeis e
sempre me fazendo acreditar que sou capaz de fazer muito mais.

Ao meu amado pai, por todos os momentos gratificantes e pelo discernimento
nos bons conselhos dados para minha vida.

Ao meu irméo, pelo amor, carinho e admiragao.

Ao meu namorado Marcel, que apesar de tdo pouco tempo de convivéncia
tem feito a diferenca em minha vida e foi fundamental na finalizagdo desta
dissertacdo me proporcionando apoio e segurancga.

A Juarez (in memoriam), amizade, carinho, respeito e amor dedicado,
saudade eterna.

Ao meu orientador, Prof. Dr. Sergio Crovella, pela oportunidade de fazer parte
do grupo de pesquisa, amizade e confianca.

A Rafael Lima Guimardes, pela atencdo sempre dada e toda ajuda
disponibilizada.

A Lucas Brandao (Luquinhas), pela confianca, amizade e ensinamento.
Ao Prof. Dr. Paulo Roberto, por toda ateng&o e incentivo.

A Nathalia de Alencar, por toda paciéncia e ensinamentos transmitidos e
contribuicdo a realizacdo deste trabalho.

A Jaqueline Azevedo, pelo apoio, amizade e muitos momentos de
aprendizado.

A prof Paula Sandrin, por toda ajuda diaria no laboratdrio.

A minha amiga Lidia, que mesmo distante se faz presente em todas as etapas
da minha vida.

Aos meus queridos amigos Gabriela, Arthur, José, Vanessa, Thiago e Daniel
pela amizade verdadeira e apoio de sempre.

Aos colegas do LIKA, Anselmo, Antonio, Catarina, Ronald, Zilma, Natassia,
Eduardo pela amizade e muitos momentos de descontragao.



“Caminhando sempre rumo ao horizonte, o mundo é
muito grande para se ficar parado.”

(Juarez Ramos)



RESUMO

Aproximadamente 40% do risco genético para o Diabetes mellitus tipo 1 (DM1) é
atribuido a regido HLA classe Il, contudo, outras regides sdo associadas aos
processos autoimunes ligados a doenca. No presente estudo foi avaliada a
associacao entre variagfes genéticas do Antigeno Leucocitario Humano G (HLA-G),
regido HLA classe | ndo-classica, e o receptor de interleucina4 (IL4R), regido néo-
HLA, em pacientes DM1 do estado de Pernambuco, nordeste doBrasil. O trabalho foi
do tipo caso-controle e os pacientes foram estratificados de acordo com a presenca
da doenca celiaca (DC) e tireoidite autoimune (AITD). O polimorfismo indel de 14 pb
do HLA-G foi genotipado por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) com
subsequente visualizacdo por eletroforese em gel de agarosea 3% e, 0S
polimorfismos de base Unica (SNPs)(rs1805010, rs1805011, rs1805013, rs1805015,
rs1805016 e rs1801275) do IL4AR foram genotipados por PCR em tempo real.
Diferengas estatisticamente significativas foram encontradas no indel 14 pb, entre as
frequéncias dos pacientes (5%) e controles saudaveis (12%) do gendtipo para
insercdo (I /1) (p = 0,028, OR = 0,39). Os SNPsgenotipados nogene IL4Rnao
obtiveramresultados de associacdo estatisticamente significantes. Este é o primeiro
trabalho que realiza um estudo de associagéo do indel 14 pb do HLA-Ge DM1como
também, o primeiro no Brasil associando polimorfismos do IL4Rcom a doenca.

Palavras-chave: Antigeno Leucocitario Humano-G; Diabetes mellitus tipo 1;
doencas autoimunes; receptor de interleucina-4.



ABSTRACT

Approximately 40% of the genetic risk for type 1 diabetes mellitus (T1DM)isattributed
to the HLA class Il region, but other regions are investigated as relatedto
autoimmune processes linked to disease. In the present study we evaluated the
association between genetic variants of the Human Leukocyte Antigen G (HLA -G),
HLA class | nonclassicalregion and interleukin 4 receptor (IL4R), non-HLA region in
T1DM in Pernambuco, Norheast of Brazil. The study was case-control and patients
were stratified according to the presence of celiac disease (CD) and autoimmune
thyroiditis (AITD). The indel polymorphism 14 bpin HLA-G was genotyped by
polymerase chain reaction (PCR) with subsequent visualization by electrophoreses
inagarose gel at 3 % and the SNPs in IL4R(rs1805010, rs1805011, rs1805013,
rs1805015, rs1805016 and rs1801275) were genotyped by real-time PCR.
Statistically significant differences were found in the 14 bpindel between the
frequencies of the patients (5 %) and healthy controls (12 %) of insertion genotype (|
/1) (p = 0.028, OR = 0.39). The ILAR gene, did not obtain statistically significant
differences between the frequencies. This is the first work that realizes an
association study of the 14 bpindel of HLA-G and DM1 and also the first in Brazil to
assess the possible association betweenlL4R polymorphisms with this disease.

Keywords:human leucocyte antigen-G; Type 1 Diabetes Mellitus; autoimmune
diseases;interleukin 4 receptor.
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1 Introducéo

O Diabetes mellitus tipo 1 (DM1) acomete mundialmente cerca de 36,6
milhdes de individuos e tornou-se um problema de saude publica, devido a uma
série de complicagfes envolvidas na doenca.

E caracterizado por ser uma desordem crénica, autoimune, orgdo-especifica e
multifatorial,na qual ocorre a infiltracdo delinfocitos T nas ilhotas pancreaticas
desencadeando a falta ou a deficiéncia de insulina. Por ser multifatorial envolve a
interacdo de fatores imunoldgicos e genéticos, pelos quais genes que participam da
resposta imune sdo candidatos que podem desempenhar um papel importante na
patogénese da doenca, como tambémde fatores ambientais, incluindo infeccédo por
virus e determinados componentes da dieta.

O desenvolvimento da autoimunidade se inicia pela perda da autotoleréncia,
que ocorre quando os linfécitos T autorreativos reconhecem antigenos proprios nos
tecidos periféricos e, infiltram-se desencadeando processos inflamatérios.No caso
do DM1, o 6rgao afetado € o pancreas, no qual sdo destruidas as células B
produtoras de insulina.

O mecanismo patogénico do DM1 ainda n&o esta completamente esclarecido
e, por isso,ao0 longo de quatro décadas, um grande numero de estudos de
associagao tentam elucidar, quais polimorfismos de genes, envolvidos no processo,
participam da regulacdo de linfocitos T.Neste contexto, 0s genes Antigeno
Leucocitario Humano G (HLA-G) e Receptor de interleucina 4 (IL4R), diante de
observacdes, foram selecionados nesse estudo, pela fun¢cdo imunorregulatéria nas
células Te pelo envolvimento na diferenciacdo desses linfécitos, respectivamente.

Nesse sentido, o presente trabalho visou avaliar o papel dos seguintes
polimorfismos: indel 14 pb do HLA-G eSNPs(rs1805010, rs1805011, rs18015013,
rs1805015, rs1805016 e rs1801275) do gene IL4AR, em pacientes DM1 e individuos
saudaveis de um populacdo do Nordeste brasileiro, a fim de identificar possiveis

marcadores genéticos associados a suscetibilidade ao Diabetes mellitus tipo 1.
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2 Revisao da Literatura

Os topicos a sequir se referem a revisao de literatura.

2.1 Diabetes Mellitus

O Diabetes mellitus (DM) é uma condi¢do clinica caracterizada por um
aumento da glicose no sangue, resultante de uma falta total ou relativa na secrecéo
de insulina, na acéo da insulina, ou ambos (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION,
2012). As anormalidades metabdlicas envolvem carboidratos, proteinas e
metabolismo da gordura, afeta todos os grupos etarios, embora, comumente, ocorra
em adultos(AL-MASKARIet al., 2011).

O DM esta classificado em duas categorias etiopatogénicas de acordo com
caracteristicas distintas, em Diabetes mellitus tipo 1 (DM1) e Diabetes mellitus tipo 2
(DM2). O DM1, caracterizado pela destruicdo autoimune das células beta do
pancreas, é a categoria menos prevalente, acometendo cerca de 5% a 10% dos
individuos com diabetes, chamados de insulino-dependentes. O DM2 é a categoria
mais prevalente, acometendo cerca de 90% a 95% dos casos, chamados de néo
insulino-dependentes, e abrange os individuos que tem, inicialmente, uma relativa
resisténcia a insulina e, na grande maioria dos casos, ao longo da vida nado
necessita do tratamento comesse hormonio (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2012).(ABIRU; KAWASAKI; EGUCH, 2002)

O DM2 é o resultado da resisténcia a insulina nas células musculares ou
adiposas que nao respondem, de forma adequada, aos niveis normais de insulina
produzidas pelas células beta e esta associado com obesidade ou idade avancada
(VAN BELLEet al., 2011; COPPIETERSet al., 2012).

A categoria do DM1 resulta do processo de destruicdo autoimune das células
beta produtoras de insulina, que estao presentes nas
ilnotaspancreaticas(DOMINGUEZ-BENDALAetal., 2012). Esse distarbio é mais
comum em individuos com idade abaixo de 30 anos, mas pode acometer individuos
de qualquer faixa etaria (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2012).

DM1 e DM2 tem como caracteristica em comum a hiperglicemia que pode
causar complicagBes de saude graves, incluindo cetoacidose, insuficiéncia renal,

doencas cardiacas, acidente vascular cerebral e cegueira.Existem alguns casos,
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raros, mas atualmente crescentes, nos quais ambos, DM1 e DM2, sao
diagnosticados em pacientes (VAN BELLE et al., 2011).

2.2 Diabetes Mellitus Tipo 1

O Diabetes mellitus tipo 1 é uma desordem autoimune, 6rgdo especifica,
desencadeada pela destruicdo das células 3 pancreéticas, através da infiltracdo de
linfocitos Tautorreativos, durante um periodo assintomatico que se estende ao longo
de varios anos (YOON ; JUN, 2005; PUGLIESE, 2013).

O desenvolvimento do DM1 ocorre, comumente, entre criangas e adolescentes,
sendo umas das doengas cronicas que mais afetam criangcas. Contudo, pode
acometer individuos em qualquer faixa etaria, porém, o diagndstico frequentemente
acontece na primeira infancia (DIAMOND Project Group, 2006).

Na evolucdo crénica desse distiurbio sdo observadas importantes alteracdes
metabdlicas nos carboidratos, lipidios e proteinas,comotambém alteracbes
estruturais como microangiopatia (retinopatia, nefropatia e neuropatia) e
macroangiopatia (doenca coronariana e insuficiéncia arterial periférica) (BALDA,
1999).

Em alguns casos, o ataque autoimune ndo é limitado as células beta e
expande-se para outros Orgaos, sendo assim, portadores DM1 sdo propensos a
desenvolverem outras doencas autoimunes Orgdo-especificas endocrinas e
autoimunes ndo endodcrinas. A coexisténcia de manifesta¢des clinicas autoimunes
subjacentes a insuficiéncia de, pelo menos, duas glandulas endocrinas € definida
como Sindrome PoliglandularAutoimune (SPA)(VAN DENDRIESSCHEet al., 2009 ;
FOURATIet al., 2012).

Por definicdo, pacientes com Diabetes mellitus tipo 1 e doengas autoimunes
adicionais, com excecdo da Doenca de Addison, preenchem o critério para a
sindrome poliglandular 11l (SPA III)(FOURATI et al., 2012 ;HORIEet al., 2011). Um
em cada trés pacientes DM1 desenvolve a SPA Ill e tem pico de incidéncia entre as
idades de 20 a 60 anos;desses individuos, cerca de 4-9% irdo cursar com Doenga
Celiaca, 5 a 10% prevé o surgimento de Anemia Perniciosa, 2-10% manifestam
Vitiligo e, quando apresentam anorexia nervosa, 0,5% podem cursar com Doenca de
Addison, nesse caso especifico, sendo classificado como APSII.
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Além disso, cerca de 25% das meninas e 10% dos meninos evidenciam
autoanticorpos na tireoide, desses, metade desenvolvem alguma doenca autoimune
tireoidiana, em que quatro de cinco casos desenvolvem Tireoidite de Hashimoto,
enquanto uma em cinco desenvolverd Doenca de Graves (WINTERet al., 2002;
EISENBARTH, 2004; QUEIROZ, 2008;VAN DEN DRIESSCHEzet al., 2009).

Segundo a Associacao Americana de Diabetes(ADA), o Diabetes mellitus tipo 1
€ subclassificado em Tipo 1A (autoimune) e Tipo 1B (idiopatica). O carater
autoimune no Tipo 1A é distinto do tipo 1B, devido a presencga de autoanticorpos nas
ilhotas pancreaticas, sendo o tipo existente na grande maioria dos casos. O Tipo 1B
designa os que apresentam uma diminuicdo nos niveis de insulina, séo propensos a
cetoacidose, exigem a reposicao de insulina e ndo ha evidéncias de autoimunidade.
Essa classificagdo foi possivel devido ao crescente nimero de estudos relacionados
a etiologia da doenca (ABIRUet al., 2002; WINTER 2002; AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2012).

2.2.1 Etiologia do Diabetes mellitus tipo 1

A etiologia do DM1 é multifatorial, envolvendo fatores imunoldgicos, genéticos
e ambientais, que estdo relacionados e atuam no desenvolvimento da patologia
(FILIPPI ; VON HERRATH, 2008).

Como o DM1 é resultante de um processo autoimune, ha uma relevancia com
relacdo ao fator imunolégico. O mecanismo que desencadeia 0 ataque aos
antigenos proprios é mediado por células linfocitarias, macréfagos e células natural
killer, que destroem as células 3 pancreaticas, gerando um processo inflamatério,
sendo assim, esse processo € dependente da imunidade celular (BALDA, 1999).

Estudos direcionados a contribuicdo dos fatores ambientais iniciaram a partir
do momento que foram observadas diferencas entre a iniciacdo e deteccdo de
evidéncias clinicas do DM1(KNIP et al., 2005). A busca pelas causas ambientais foi
constatada quando demonstrada uma concordancia de apenas 30% para o
desenvolvimento do DM1 entre gémeos monozigoticos (KYVIKet al.,, 1995).
Componentes como agentes virais e bacterianos, produtosalimentares, fatores
antropométricos, neuronais e hormonais podem ser manifestados antes do processo
autoimune e contribuem de forma diferente(REGNELL; LERNMARK, 2013).
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Os principais agentes virais responsaveis pelas manifestacées anteriores ao
processo de autoimunidade s@o o0s enterovirus e 0s rotavirus. Aparentemente,
promovem a citélise direta das células B na inflamacédo (FILIPPI;VON HERRATH,
2008;COPPIETERSet al., 2012). J& as infec¢Bes bacterianas envolvem as bactérias
que compdem o intestino. Alguns estudos ja mencionaram que a administracdo de
antibiéticos e probidticos alteram o equilibrio da microbiota intestinal em direcdo a
um estado ndo tolerogénico, dependendo das condicbes no momento da
administracao(VAARALA; ATKINSON, 2008 ; VAN BELLEet al., 2011).

Algumas substancias também podem perturbar respostas fisioldgicas locais
do sistema imune em diferentes condi¢bes, considerados como fatores ambientais
casuais(Van Belle et al., 2011). A introducéo precoce de leite da vaca, em particular
0 seu componente albumina, no periodo gestacional, neonatal e na infancia é
considerado como fator predisponente da autoimunidade dasilhotas(VAARALA,
2002). Em 1992,Karjalainen e cols.(KARJALAINEN et al., 1992) realizaram um
estudo com criangas insulino-dependentes e inferiu que anticorpos para peptideos
de albumina podem participar no desenvolvimento da disfuncdo das ilhotas
pancredticas. Alguns anos depois, outro estudo acompanhou a dieta de criangas
com irmaos afetados, nas quais, alguns, durante o estudo evoluiram ao DM1.Nesse
trabalho, a hipotese relacionada foi que o alto consumo de leite de vaca, durante a
infancia, pode ser diabetogénico em irméos de criangas com a doencga (VIRTANEN
et al., 2000). Similar, mas ndo proporcionalmente, a ingestdo precoce de proteinas
do trigo, mais especificamente o gluten, pode influenciar o inicio da autoimunidade,
nesse caso seria relacionado a criancas sensiveis ao gluten. E, por fim, outro
componente importante de destacar séo as propriedades protetoras das vitaminas A
e D em portadores de DM1, que inibem a diferenciagcdo de células dendriticas e
ativacao imune(LITTORIN et al., 2006).

Em relacdo ascontribuicbes genéticas, os avancos tecnolégicos com o0s
estudos de associagcdo humana permitiram identificar mais de 50 genes relacionados
ao desenvolvimento do DM1, evidenciando um fator fortemente hereditario (KIM ;
LEE, 2009; POCIOTet al.,, 2010).Na tabela 1, estdo dispostos osloci, até o
momento,investigados e associados ao Diabetes mellitus tipo 1, através de estudos
de associagao gendmica.
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Tabela 1. Loci associados ao Diabetes mellitus tipo 1 por estudos de associagao gendmica e
suas respectivas Oddsratio.

Gene/ Odds Gene/ Odds
Regido CRM SNP Ratio Regido CRM SNP Ratio
PTPN22 1 rs2476601 2,05 12g13.2 12 rs1701704 1,31
PGM1 1 rs2269241 11 12p13.31 12 rs4763879 1,14
RGS1 1 rs2816316 0,89 SH2B3 12 rs3184504 1,28
IL10 1 rs3024505 0,84 | GPR183 13 rs9585056 1,09
ILI8RAP 2 rs917997 0,83 14qg24.1 14 rs1465788 0,86
AFF3 2 rs9653442 1,09 14q32.2 14 rs4900384 1,09
IFIH1 2 rs1990760 0,86 DLK1 14 rs941576 0,91
STAT4 2 rs7574865 1,06 | RASGRP1 15 rs17574546 1,09
CTLA4 2 rs3087243 0,88 15g25.1 15 rs3825932 0,86
CCR5 3 rs11711054 0,85 | 16p13.13 16 rs2903692 0,81
4p15.2 4 rs10517086 1,09 UMOD 16 rs12444268 11
IL2 4 rs4505848 1,13 IL27 16 rs4788084 0,86
IL7R 5 rs6897932 0,89 16g23.1 16 rs7202877 1,28
HLA 6 rs9268645 6.8 DNAH2 17 rs16956936 0,92
BACH?2 6 rs3757247 1,13 | ORMDL3 17 rs229040 0,87
6022.32 6 rs9388489 1,17 17q21.2 17 rs7221109 0,95
TNFAIP3 6 rs10499194 0,9 PTPN2 18 rs478582 1,28
TAGAP 6 rs1738074 0,92 CD226 18 rs763361 1,16
SKAP2 7 rs7804356 0,88 | 19913.32 19 rs425105 0,86
7pl2.1 7 rs4948088 0,77 20p13 20 rs2281808 0,9
GLIS3 9 rs10758593 0,88 | UBASH3A 21 rs9976767 1,13
IL2RA 10 rs12251307 1,61 22q12.2 22 rs5753037 11
PRKCQ 10 rs11258747 0,84 IL2RB 22 rs229541 1,12
10g23.31 10 rs10509540 0,75 | C1QTNF6 22 rs229541 1,12
INS 11 rs3741208 2,38 GAB3 X rs2664170 1,16
CD69 12 rs4763879 1,09

CRM: cromossomo FONTE: A autora

2.2.2 Epidemiologia

O diabetes tipo 1 representa 5 a 10%, acometendo de 10 a 20 milhdes de
pessoas em todo o mundo (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2013). Estima-
se que desde 1970, ocorre um aumento anual da doenca em torno de 2,5 a
3%(SAVAGEet al., 2010). Mundialmente, a incidéncia do DM1 é caracterizada por
variagbes devido a mudancas sazonais. Um numero maior de casos S&o

diagnosticados no outono e no inverno e entre 0s nascidos na primavera, apontando
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os fatores ambientais como agentes iniciadores da patologia (KAHN et al., 2009;
MOLTCHANOVAet al., 2009).

Com poucas excecdes, a base populacional do DM1 mostra registros com
aumento da incidéncia de DM1 sobre o tempo. O Projeto DIAMOND, iniciado pela
Organizacdo Mundial da Saude, em 1990, descreve a incidéncia e tendéncias de
DM1 em criangcas com idades entre 0-14 anos, num periodo de 1990-1999 em 57

paises (Figura 1).

Figura 1. A incidéncia de diabetes tipo 1 em criancas de 0-14 anos,
por regido geografica e ao longo do tempo.
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As maiores incidéncias encontram-se na Finlandia e na Sardenha, onde a taxa
€ de 60 e 40 casos por 100.000 pessoas a cada ano, respectivamente
(HARJUTSALOEet al., 2013; PATTERSON et al., 2009). Por outro lado, a doenca &
incomum em paises como a China, india e Venezuela, com cerca 0,1 casos por
100.000 pessoas porano(BORCHERSet al., 2010).

As tendéncias da incidéncia agrupadas por continente mostrou aumentos
estatisticamente significativos em todo o mundo (4,0% na Asia, 3,2 % na Europa e
5,3 % na América do Norte), exceto na América Central e na india onde a tendéncia
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obteve um decréscimo de 3,6% (DIAMOND Project Group, 2006). Foram reportados
na Alemanha e Noruega aumentos da incidéncia anual em 2,6% e 3,3 %,
respectivamente. Embora, a Suécia, recentemente, tenha sua taxa de incidéncia
noplat6(THUNANDEREet al., 2008; EHEHALTet al., 2012).

Em relagdo ao Brasil, informagdes sobre a incidéncia do DM1 s&o escassas e,
em geral, direcionadas a uma cidade ou regido especifica. Entre 1986 e 2006, a
incidéncia na cidade de Bauru, no estado de Sao Paulo, foi de 10,4 casos por
100.000 habitantes (NEGRATOet al., 2010). Em Londrina (Parand), foi reportada
uma incidéncia de 12,7 por 100.00 habitantes (CAMPOS, 1998), enquanto que em
Passo Fundo (Rio Grande do Sul) foi de 12 por 100.000habitantes(LISBOAet al.,
1998).

A taxa de incidéncia do DM1 varia também por faixa etaria e, em geral,
aumenta a partir do nascimento, com picos durante a puberdade. No entanto, um
declinio é observado apdés a puberdade e aparentemente é estabilizada na idade
adulta jovem, com idade entre 25 a 29anos(Diamond Project Group, 2006).

2.2.3 Diagnéstico e Tratamento

Por muitas décadas os critérios para o diagndstico do DM1 tém sido baseados
pelos niveis de glicose no sangue periférico, pela glicemia em jejum (FPG) ou teste
de tolerancia a glicose (OGTT). Em 1997 foi criada a Associacdo Americana de
Diabetes, que revisou os critérios de diagnosticos, observando a associagéo entre a
FPG e a retinopatia como fator importante para identificar os niveis limitantes da
glicose. De acordo com dados de trés estudos, observou que baixos niveis
glicémicos eram proporcionais a poucas retinopatias, enquanto que a prevaléncias
das retinopatias aumentaram com niveis glicémicos altos (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2013). Na tabela 2 estédo dispostos os critérios estabelecidos pela

ADA com relacao aos niveis glicémicos de um individuo diagnosticado com DM1.
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Tabela 2. Critérios para diagnético do Diabetes tipo 1 de acordo com os niveis glicémicos

FPG > 126 mg/dl (7,0 mmol/l )
Jejum é definido como por pelo menos 8h de
nenhuma ingestao calérica

(glicemiaemjejum)

OGTT > 200 mg/dl (11,1 mmol/l) (75g ou 1,75 g/Kg de
(Teste de tolerancia a peso em criangas)
glicose)

FONTE: A autora

Além dos testes laboratoriais que analisam os niveis glicémicos, o diagnéstico
clinico é também fundamental. Sintomas como polidria (volume da urina
aumentado), polidipsia (sensacdo de sede excessiva), perda de peso e, as vezes,
polifagia (fome excessiva) e visdo turva, podem ser indicios de um possivel portador
do DM1(VAN BELLEet al., 2011; AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2012).

Existem também exames mais especificos como a avaliagdo da presenca de
autoanticorpos nas ilhotas pancreaticas, que nos casos positivosestao presentes em
elevado numero. Os autoanticorpos mais comuns detectados em individuos
diagnosticos com o DM1 sao:anticorpos anti-ilhota pancreatica (ICA), anticorpos
anti-insulina  (IAA), antidescarboxilase do acido glutamico (GAD) e
antitirosinafosfatase (IA2) (MALLONEet al., 2011).

Com o aumento da necessidade de estabelecer biomarcadores associados ao
inicio da doenca e sua progressdo, o screening tem sido utilizado para essa
finalidade. A observacdo da autoespecificidade das células T aos anticorpos revela
quantidade, caracteristicas funcionais e reatividade dessas células. Através do teste
soroldgico, esses anticorpos podem ser rastreados, possibilitando identificar a
guantidade de células T autorreativas, bem comoparamétros de citocinas pro-
inflamatoriaseimunorreguladoras. O screeningdesses anticorpos é importante por
aparecerem antes das caracteristicas clinicas, permitindo a detec¢do precoce e a
prevencdo de morbidades relacionadas a doenca. Uma outra estratégia para a
triagem de possiveis portadores da doenca, € a identificacdo de alelos de risco,
como o caso do DR4-HLA (ARIFet al., 2004;VAN DEN DRIESSCHEget al., 2009).

Apesar dos avancos nos estudos relacionados ao tratamento do DM1, ainda
nao existe cura, nem tratamentos terapéuticos ou que sejam direcionados a
prevencao eficaz, capazes de evitar ou minimizar o processo gradual acumulativo da

autoimunidade nos pacientes.



24

Comumente, o tratamento mais utilizado s&o as injecdes de insulina, mas
estudos apontam um possivel tratamento através de pilulas com doses baixas
deinsulina(SKYLER et al., 2005), assim, com o recebimento de um anticorpo
monoclonal anti-CD3 que age mantendo a funcdo das células beta, e o paciente fica
por mais de ano sem alteracbes( KEYMEULENet al., 2010; KEYMEULENet al.,
2005).

Outra opgdo € o transplante do pancreas que apesar de, nos ultimos anos,
ser uma abordagem terapéutica bem sucedida(BURKEet al., 2004; Egidi, 2005),
como todo transplante de 6rgdos, a imunossupressdo € ao longo da vida, e os
doadores séo escassos(GILLESPIE, 2006), dificultando, assim, a realizacdo desse
tipo de procedimento. Uma forma alternativa é a injecdo combinada de ilhotas de
mais de um doador de pancreas e drogas imunossupressoras, 0 sucesso desse
procedimento vai depender da qualidade e do namero de ilhotas. Assim como o
transplante do péancreas, esse procedimento € atualmente limitado pela
disponibilidade de doadores deilhotas(RYAN et al., 2005).

2.2.4 Sistema Imune e Diabetes mellitus tipo 1

O sistema imunoldgico € um conjunto de varios mecanismos de defesa que
estéo interligados e tem a capacidade de estabelecer protecdo contra as infecgoes.
A defesa € mediada pelas rea¢des iniciais da imunidade natural e respostas tardias
da imunidade adquirida (ROITT; DELVES, 2004; ABBAS, et al., 2008).

A imunidade inata e a imunidade adquirida sdo componentes de um sistema
integrado, em defesa do hospedeiro, no qual muitas células e moléculas funcionam
em cooperacdo. A imunidade adaptativa facilita os mecanismos protetores da
imunidade inata, como a ativacdo do sistema complemento através de anticorpos e,
além disso, acrescenta um elevado grau de especializacdo e memoria imunoldégica,
tornando-se cada vez mais capacitado no combate a patdogenos (BALDA, 1999).

Em determinadas condigbes, o0 sistema imune pode sofrer falhas
comprometendo o sistema de protecdo, que pode ser alterado pelo aumento na
proliferacdo ou deficiéncia de alguns componentes. Essa desregulagédo pode
direcionar o sistema imune a responder contra o proprio organismo, ou seja, afetar o
mecanismo de tolerancia, contribuindo para o surgimento da autoimunidade. Esse

mecanismo é uma propriedade fundamental do sistema imunoldgico normal, pois
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atua na destruicdo ou inativacdo de linfécitos que reconhecem antigenos
préprios(JEKER et al., 2012).

A tolerancia € um fenbmeno imunologicamente especifico, pelo qual a exposi¢cédo
de antigenos estranhos aos linfécitos em desenvolvimento induz toleréncia a estes
antigenos. A autotolerancia pode ser induzida em linfécitos autorreativos imaturos,
nos orgdaos linféides primarios (tolerancia central) ou em linfécitos maduros em locais
periféricos (tolerancia periférica). Quando ocorre a tolerancia periférica, as células T
maduras reconhecem antigenos préprios dos tecidos periféricos e tornam-se
incapazes de responder, subsequentemente, a esses antigenos. A tolerancia
periférica € devida a anergia, delecdo ou supressdo através dos linfocitos T
regulatérios (Treg), ocorrendo quando as células T CD4"s&o0 expostas a um antigeno
na auséncia de co-estimulagdo ou imunidade natural tornando-as incapazes de
responder a este antigeno (JEKER et al., 2012).

No DM1, a falha na tolerancia € mediada por células linfocitarias, macréfagos
e células natural killer, que irdo infiltrar-se nas ilhotas pancreaticas, destruindo as
células B produtoras de insulina, provocando um processo inflamatério denominado
de insulite (figura 2). Na inflamacao, a célula linfocitaria predominante é o linfécito T
CD8+ (citotoxicos), mas outras também estdo presentes, como linfécitos T CD4+
(helpen)(Kim ; Lee, 2009). Além da infiltracdo desses linfécitos autorreativos, a
ativacdo dos linfocitos T CD4 produzem diversas citocinas que irdo promover a
proliferacdo e diferenciacdo de linfocitos T, linfécitos B e macrofagos. As citocinas
Thl secretadas tem como principais constituintes a interleucina2, o fator de necrose
tumoral a (TNF-a) e o interferony (INF-y) que irdo interagir com as células
apresentadoras de antigenos (APCs), que nesse contexto serdo as células [,
culminando na apoptose das células (3 (SILVA et al., 2008).
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Figura 2. Infiltracdo dos linfécitos T nas células 3

provocando a insulite.
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FONTE: Adaptada de Bluestone, 2010.

Estudos suportam a ideia que as moléculas que participam coletivamente dos
erros nos mecanismos de tolerancia, que resultam na patogénese do DM1, tém
influéncia genética. Em especial, as moléculas do antigeno leucocitario humano
(HLA) que apresenta evidenciada predisposi¢cao genética(NOBLE ; VALDES, 2011;
NOBLE ; ERLICH, 2012; ATKINSONet al., 2013).

2.2.5 Genética e Patogénese

O diabetes mellitus tipo 1 € uma desordem multifatorial e poligénica, na qual
sua suscetibilidade é uma caracteristica hereditaria (LEMPAINEN ; ILONEN, 2012).
A primeira associagdo genética reportada foi em 1973, por Singal e Blajchman, com
a regidao do Complexo principal de histocompatibilidade (nos humanos, HLA). Nas
Gltimas quatro décadas, os pesquisadores buscam, ndo apenas, associar quais
alelos que codificam genes HLA, mas também outros loci susceptiveis ao
DM1(GANet al., 2012;NOBLE; ERLICH, 2012; ATKINSONet al., 2013).

Estudos de associacdo gendmica identificaram numerosas regides génicas que
conferem suscetibilidade ao DM1, mas, com exce¢do da regido do HLA, a
contribuicdo de um unico locus é relativamente pequena (Figura 3). Apesar disso, a
descoberta desses outros loci ndo é meramente informativa, ja que a soma desses
alelos podem fornecer um calculo global de risco, bem como melhores resultados
nas predi¢gbes de inumerasdoencgas(EIKEet al., 2009; TODD, 2010).
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Figura 3. Gréfico demonstrando a contribuicdo do Locus MHC a predisposi¢do do

Diabetes mellitus tipo 1, em comparagcé&o com outros de menor contribuicdo.
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A contribuicdo genética dos genes HLA de classe Il representa mais de 40% da
agregacao familiar da doenca. Ja foi comprovado que individuos com DM1
expressam moléculas da resposta imune DR3 e DR4, que estédo fortemente ligadas
ao gene DQB e seus alelos DQB1 * 0201 e DQB1 * 0302, enquanto que individuos
no Reino Unido com o alelo DQB1 * 0602 tem menor suscetibilidade, pois o alelo
modula a protecdo ao desenvolvimento dadoenca(BARRATTet al., 2004;JAHROMI ;
EISENBARTH, 2007).

As combinagbes de alelos HLA*DR e DQ, dependendo da populagdo em
estudo, podem conferir maior ou menor suscetibilidade ao desenvolvimento do DML1.
Por exemplo, o haplotipo DRB1 * 1501 - DQA1 * 0102 - DQB1 * 0602 é encontrado
em 20% da populagéo, e em apenas 1% dos pacientes, promovendo uma menor
susceptibilidade contra adoenca(ERLICH et al., 2008). Entretanto, outro estudo
realizado no estado do Colorado, Estados Unidos, identificou esse mesmo haplétipo
como de risco aumentado de 2,4% dos recém-nascidos, mais de 20% das criancas
afetadas, e sua presenca representa um risco de 55% de desenvolver diabetes até
0s 12 anos(ALY et al., 2006).
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Logo apo6s o HLA classe Il, o locus de segunda maior associacdo ao
desenvolvimento do diabetes mellitus tipo 1 é de uma regido ndo-HLA, onde
localiza-se o gene da insulina (INS), no qual o risco esta relacionado com uma
menor expressdo de insulina no timo (VAN BELLE; COPPIETERS; VON HERRATH,
2011). Outras regibes nao-HLA que estdo associadas ao surgimento da doenca

podem ser vistas na figura 4.

Figura 4. Gréfico com estudos de mapeamento de Loci ndo-HLA como fatores de risco ao
Diabetes tipol
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Fonte: Adaptado de Todd 2010.

rs5979785/Xp22.2| TLRZ/TLR8

O tirosinofosfatase nao receptor tipo 22 (linféide) (PTPN22), que influencia a
sinalizagdo do receptor de células T, € identificado como influéncia de risco
aodiabetes(BOTTINI et al., 2004). Outro gene que possui polimorfismos associados
com a regulagdo das células T é o antigeno-4 associado a linfocitos T citotoxicos
(CTLA-4), e alguns estudos apontam com o0 menor risco genético influenciando o
DM1 (Van Belzen et al., 2004 ;Fife et al., 2006). VariagBes alélicas no gene do
Receptor da Interleucina 2 a (IL2ZRA) representa outra regido associada e esse

receptor € um elemento essencial apos ativagdo das células T (MAIER et al., 2009).
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Um outro receptor importante é o Receptor da interleucina 4, que medeia a resposta
inflamatodria autoimune participando da diferenciagdo dos linfécitos Th, em conjunto
com a interleucina 4 (FLOREZet al., 2011).

Ao longo da dltima década ocorreu uma diversidade de estudos com a
finalidade de definir um conjunto de Loci ndo-HLA influenciando no desenvolvimento
do diabetes mellitus tipo 1 e, recentemente, alguns desses forneceram dados de um
loci ligado ao HLA, mas ndo HLA classico, que pode ter influéncia sobre a desordem
autoimune, como o caso do HLA-G (EIKE et al., 2009).

Embora os mecanismos regulatérios que se destinam a autoimunidade das
células [ estejam estabelecidos, ainda ndo estdo completamente esclarecidos.
Importantes fatores genéticos, como o gendtipo do HLA classe Il e INS aumentam a
probabilidade de iniciar a processo autoimune nas células 3, enquanto que 0s genes
ndo-HLA afetam a evolucdo da  patogénese, no percurso da
autoimunidade(LEMPAINEN ; ILONEN, 2012).

Genes que codificam moléculas como PTPN22, CTLA-4, IL18, IL2Ra e IL4R
estdo intimamente relacionados a regulacdo das células T, participando da
autoimunidade do DM1 e sao essenciais para compreensao
dapatogénese(LEMPAINEN ; ILONEN, 2012;Nokoff ; REWERS, 2013; TAVARESet

al., 2013). Um modelo de patogénese com base genética é representado na figura 5.



30

Figura 5. Modelo para a patogénese do DM1 com base genética
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Fonte: Adaptada de Todd 2010.

2.3 O Antigeno Leucocitario Humano e Diabetes Mellitus Tipo 1

A regido do HLA estad mapeada no cromossomo 6p21.31, estendendo-se
numa regido do DNA de aproximadamente 4KB que contém, aproximadamente, um
conjunto de 200 genes identificados e, apenas alguns desses estao envolvidos na
resposta imune, como genes que codificam moléculas de HLA classicas: classe |
(HLA-A, HLA-B, HLA-C), classe Il (HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DP), classe Ill (TNFs e
proteinas do complemento C3 e C4); como também nao classica: classe | (HLA-G,
HLA-E), representadas na figura 6 (NOBLE ; ERLICH, 2012).
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Figura 6. Representacdo esquematica da localizacdo de genes da regido do HLA no

cromossomo 6.
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Os representantes das classes | e Il sdo homadlogos as proteinas de superficie
celular, que se ligam aos peptideos antigénicos, para apresenta-los as células T.
Algumas moléculas se assemelham estruturalmente ao HLA classe | classico (HLA-
E e HLA-G), mas nao tem a capacidade de ligar-se aos peptideos presentes, sendo
assim, sdo conhecidos como HLAsn&oclassicos(ADAMS ; LUOMA, 2013).

A funcdo apresentada dos HLAs classicos sustenta sua importancia tanto na
resposta imune ao ambiente, como na autoimunidade. Primeiramente, o HLA foi
identificado através do seu papel na rejeicdo de transplantes, em 1974, e um ano
depois se iniciou 0s estudos de associa¢do em diversas doencas (THORSBY, 1974).
Atualmente, o HLA esta implicado na etiologia de mais de 100 doencas, que incluem
tanto doengas autoimunes como o Diabetes mellitus tipo 1 e Artrite reumatoide,
como também doengas ndo autoimunes tais como, cancer e doengas infecciosas
(AIDS e Malaria) (LECHLER ; WARRENS 1999; NDUNG'U et al., 2005 ; Carpenter
et al., 2009; Brandéo et al., 2010; NOBLE, 2012).

Estudos de associacdo com HLA sdo complicados tanto pelo numero de
alelos reportados no locus, como também pelas variacdes alélicas entre as

populagbes, onde ocorrem interacfes epistaticas com outros fatores de
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suscetibilidade. Ha quatro décadas séo realizados estudos de associacdo do DM1
com genes HLA, muitos desses realizados em caucasianos, mas grandes sao 0s
avangos para compreensdo em populacdes ndo caucasianas, nas quais hd uma
maior heterogeneidade étnica (NOBLE, 2012).

A taxa de recombinagdo de alelos no HLA, salva algumas excegles, é
pequena, podendo resultar em uma herdabilidade em bloco, de uma geracao para
outra, promovendo a formacdo de haplétipos com caracteristicas ancestrais, ou
recombinagcbes destes, implicando em grandes regides do Ccromossomo
extremamente conservadas e, possibilitando a sua utilizagdo como marcadores
eficientes no estudo da  predisposicdo dos genes HLA  para
doencascomplexas(BLOMHOFF et al., 2006). Portanto, a caracterizagcdo do DM1
pode ser relacionada a combinacao dos alelos DRB1, DQA1 e DQB1 (DRB1*03:01-
DQA1*05:01-DQB1*02:01, por exemplo) em cerca de 90% dos casos diagnosticados
(ERLICHet al., 2008; NOBLE ; VALDES, 2011).

Estudos com as moléculas do HLA classe Il demonstraram que, quando
associadas as células apresentadoras de antigenos, ligam-se aos peptideos de
autoantigenos da pre-pro-insulina (PPI) e do antigeno associado a insulinoma (I-A2)
apresentando-os aos receptores de antigenos de células T CD4+ no timo e nas
ilhotas pancreéticas (TODD, 2010; MALLONEget al., 2011).

Recentemente, moléculas HLA nédo classica, como o caso do HLA-G, séo
alvos de estudos de associacao e, interessantemente, foi reportada a expressao
constitutiva do HLA-G nas ilhotas pancredticas, sugerindo um possivel papel

imunorregulador no processo daautoimunidade(CIRULLIet al., 2006).

2.4 DM1 e os genes do estudo
Os topicos a seqguir referem-se aos genes envolvidos no estudo.

2.4.1 HLA-G

O HLA-G é uma molécula do MHC que apesar de semelhante a classe |, faz
parte do HLA néo classico, e sdo classificados dessa forma por ndo apresentar
antigenos em associacdo com as APCs, e possuir poucos polimorfismos, ao
contrario dos HLA de classe | classico, que sdo os mais polimérficos do genoma.

Além disso, os polimorfismos genéticos dos HLA classe | encontram-se nos
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dominios globulares al e a2, diferentemente do HLA-G, que apresenta seus
polimorfismos distribuidos ao longo dos trés dominios globulares al, a2
(transmembrénicos) e a3 (citoplasméatico) (VEITet al., 2010; PISTOIAet al., 2007).

As proteinas do HLA-G podem ser geradas por sete diferentes isoformas a
partir de splicingalternativo. Quatro delas sdo ligadas a membrana (HLA-G1, -G2, -
G3 e -G4), enquanto que as outras trés sao formas sollveis (HLA-G5, -G6, -
G7)(CAROSELLAet al., 2008). Todas as isoformas apresentam pelo menos o
dominio al que € originado do éxon 1. A isoforma HLA-G1 é a Unica derivada da
traducdo total do HLA-G transcrito, possuindo todos os dominios (al, a2 e a3),
enquanto que nas isoformas G5 a G7, os dominios transmembranicos e
citoplasmatico ndo sdo traduzidos devido a permanéncia do intron 4 no RNA
mensageiro (MRNA) (HLA-G5 e HLA-G6), e do intron 2 (HLA-G7), resultando nas
formas sollveis (PISTOIA et al., 2007).

A permanéncia desses introns introduz um cédon de parada no éxon6, assim,
o HLA-G apresenta uma cauda citoplasmatica menor que as existentes em HLA-A,
HLA-B e HLA-C, o que determina importantes implicagdes na expressao do HLA-G,
pois ira proporcionar uma expressao prolongada da molécula na superficie celular,
em comparagdo com as moléculas de HLA classicas (PISTOIlAet al.,
2007;CAROSELLAet al.,, 2008;VEITet al., 2010). Na figura 7 sdo mostrados o0s
splicings alternativos e as isoformas geradas.
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Figura 7. Processamento alternativo e isoformas do HLA-G.
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Fonte: Adaptada de Caroselaet al., 2008.

Até recentemente, pensava-se que o HLA-G era expresso fisiologicamente
em células fetais (trofoblastos) e ndo em células adultas. Devido a isso, foram
realizadas diversas investigacdes que questionavam a fisiologia em células adultas.
Dessa forma, foi descoberto que em condi¢cdes ndo patologicas, o HLA-G pode ser
expresso por precursores de eritrocitos, endoteliais emesenquimais(Carosella et al.,
2008). Além disso, foi demonstrando também que em condi¢cfes patologicas, como
transplantes, doencas inflamatérias, células tumorais, esclerose multipla e infec¢des
virais, a expressdao do HLA-G pode ser induzida. Através dessas investigacdes
puderam concluir que a expressao dessa molécula é restrita a determinados tecidos
(PISTOIAet al., 2007;CAROSELLAet al., 2008).

Funcionalmente, o HLA-G desempenha um papel importante na regulacédo do
sistema imune, por ser uma molécula imunossupressora e também
tolerogénica(CAROSELLA, 2011). Estudos revelaram que estas fungoes
imunossupressoras foram observadas nas moléculas HLA-G soluaveis,
especialmente HLA-G1 e G5, entretanto, as outras isoformas sao menos conhecidas
por existirem poucos estudos, com excec¢ao das isoformas HLA-G2, G3 e G4 ligadas
a membrana, que podem inibir células NK e células Tcitosolicas(RITEAU et al.,
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2001). As funcbes ja conhecidas do HLA-G, bem como em quais células atuam,

estdo sumarizadas na figura 8.

Figura 8. Atividades imurregulatérias mediadas por sHLA-G envolvendo as células e receptores
indicados.
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Fonte : Adaptado de Pistoia et al., 2007.

O estudo da expressdo do HLA-G em doencas inflamatdrias é relativamente
recente. Inicialmente, sua expresséao foi avaliada em dermatite atopica e miopatias
inflamatérias e com base nas primeiras pesquisas, observou-se que o HLA-G
poderia desviar a resposta T helper para o tipo Th2, levantando a hip6tese que seria
uma molécula protetora nas respostas inflamatérias (WIENDLet al., 2000;
KHOSROTEHRANIet al., 2001). Outro estudo abordando a associacdo genética
identificou uma possivel influéncia de polimorfismos do HLA-G em esclerose
multipla, mas néo foi encontrada associacdo (KRONERet al., 2007). Polimorfismos
na regiao promotora e também na 3’ regido nao traduzida (UTR) foram implicados
na susceptibilidade a asma (TAN et al., 2007).
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Na literatura também sdo encontrados estudos de associagdo e funcionaisdo
gene em questdo com doencas causadas por infecgbes virais. Foi realizado um
estudo com criancas brasileiras, associando a transmisséo vertical do HIV e o indel
14 pb do gene HLA-G com um risco reduzido de transmissao (FABRISet al., 2009).
Avaliando individuos brasileiros e italianos infectados com HIV e co-infectados com
o0 virus da hepatite C sugeriu que o HLA-G tem um potencial papel na suscetibilidade
a doenca (SILVAet al.,, 2014). Um estudo com o Papiloma virus humano (HPV),
basea-se na hipotese da re-expressao do HLA-G no mecanismo viral, tornando-se
primordial no desenvolvimento de lesdes no colo do Utero, mas ndo foi encontrada
associacao(GILLIO-TOS et al., 2012). Estudo funcional relacionando o HLA-G e a
infeccdo aguda pelos virus do Herpes e o virus daRaiva,verificou que esses virus
podem regular a expressdo do HLA-G em células neuronais humanas, podendo
assim estar envolvido com o escape de alguns virus na resposta imune no sistema
nervoso (LAFONet al., 2005).

Atualmente, estudos de varredura gendémica (genomewidescan) estéo
ganhando muito destaque na investigacdo e descobertas de alelos e regides
relacionadas a susceptibilidade genética para doencas autoimunes. Uma andlise
completa da regido MHC, com individuos portadores de DM1, colocou o0 HLA-G na
lista principal de genes candidatos para a susceptibilidade(EIKEet al., 2009). O
polimorfismo de 14 pb € um dos mais estudados e relacionados com doencgas
autoimunes como lupus (RI1ZZOet al.,2008) e artrite reumatoide(VEITet al., 2008).

O polimorfismo de insercdo/delecdo (indel) de 14 pb do gene HLA-G esta
localizado na posigéo +2960 (rs66554220), no éxon 8, da regido 3'UTR, e apresenta
um papel no splicingalternativo e na estabilidade do seu mMRNA(ROUSSEAU et al.,
2003).

O alelo da insercéo do indel 14pb esta associado com uma baixa producéo de
MRNA, e, de certa forma, com 0s niveis mais baixos de HLA-G soltvel (sHLA-G)
(HVIIDet al., 2003). Essa alteracdo na quantidade de transcritos produzidos
acontece, pois o transcrito priméario do gene HLA-G com a inser¢do da sequéncia de
14 pb(5-ATTTGTTCATGCCT-3) pode sofrer uma etapa adicional de splicing
alternativo que retira 92 pb da regido onde a sequéncia 14pb esta localizada
(HVIIDet al., 2003; ROUSSEAUet al.,, 2003). Esse processamento alternativo
adicional foi evidenciado em andlises in vitro, demonstrando que a insercao de 14pb
parece aumentar a instabilidade do mRNA, uma vez que os transcritos com 92pb
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deletados mostraram-se mais estaveis (figura 9) (ROUSSEAUet al., 2003;VEIT et
al., 2010).

Figura 9.Splicing alternativo removendo 92 pb do
MRNA do gene HLA-G. (A)Transcrito completo com
0s 92 pb inseridos na sequénci, (B) transcrito com a
delecéo dos 92 pb.
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FONTE: A autora

Diante do exposto, observa-se que a insercao de 14pb na regido 3'UTR do
gene HLA-G mostrou-se associada com a baixa expressdao de mRNA e a baixa
concentracao sérica de HLA-Gs, o que foi denominado de paradoxo do polimorfismo
14 pb, sugerindo o envolvimento de mecanismos complexos de regulacdo da
expressdo do HLA-G, tais como o envolvimento de microRNAs(CHENet al., 2008;
VEIT ; CHIES, 2009; CASTELLIet al., 2010).

Muitos estudos de associagcdo analisam o polimorfismo indel de 14 pb do
gene HLA-G com diferentes tipos de patologias. Recentemente, Fabris et al. (2011)
mostrou associagdo entre a insercdo de 14 pb e a doencga celiaca, e indicou que era
um fator de risco para doenca. Glaset al. (2007) encontrou associagdo entre a
delecéo de 14pb e a colite ulcerativa, e esse foi apontado como um fator de risco
para o desenvolvimento da doencga. Associacbes com a insercdo em maior
frequéncia em pacientes do que em controles foram observadas com a sarcoidose
(HVIIDet al., 2006) e com a doenca de Behcet(Park et al., 2007).

Apesar da diversidade de estudos com o polimorfismo indel 14 pb, ainda néo
h& estudos de associacdo que relacionem esse polimorfismo e o diabetes mellitus
tipo 1. Apenas Cirulliet al (2006) reportou a expressao constitutiva do HLA-G nas

ilhotas pancreéticas.
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2.4.2 IL4R

O receptor de IL4 representa um complexo transmembranar composto de
pelo menos duas proteinas diferentes, a cadeia comum vy, partilhada por varios
receptores de interleucina, amplifica o sinal transduzido pela IL-4Ra (uma cadeia de
ligacdo 140 kDa alta afinidade). A cadeia alfa liga-se a IL-4 e medeia o seu efeito
através de quinases da familia Janus (proteinas pertencentes as enzimas
associadas a receptores de citocinas) ligada ao dominio intracelular (NELMSet
al.,1999). A estrutura da IL4R pode ser mostrada em detalhes na figura 10.

Figura 10. llustragdo esquematica do complexo do
ILAR.
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Fonte: Chatila, 2004.

A IL4R induz a mudanca de classe do isotipo de imunoglobulina G (IgG) para
a producdo de IgE em células B, assim, estimula a proliferacdo dessas células,
induzindo a diferenciacdo de T helper. O IL4R contribui na resposta inflamatoria
autoimune mediada por Thl e o desequilibrio na propor¢cdo de Thl para Th2 na
resposta imune adaptativa ocorre numa variedade de distarbios das respostas
imunes, incluindo o DM1(IVANSSON et al., 2007).

IL4Ra situa-se no bracgo curto do cromossomo 16p12.1. Muitos polimorfismos
foram descritos nas regides codificadora e ndo codificadora do gene (Deichmannet
al.,, 1997). Foi estabelecido que os polimorfismos situados na posicdo + 148
(transicdo A / G, 150V; rs1805010) da regido codificadora do dominio extracelular
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afeta a ligacdo da IL4, e na posicédo + 1902 (transicdo A/G, G576A,; rs1801275) da
regido codificadora do dominio intracelular, desregula a sinalizagéo intracelular
(MITSUYASUet al., 1998; NELMSet al., 1999).

A variante rs1805010 do dominio extracelular aumenta a regulagéo, de forma
significativa, da resposta do receptor de IL4, além de aumentar a proliferacédo
celular, e a producao delge(STEPHENSONEet al., 2004). O efeito anti-inflamatorio de
IL4 €& mais pronunciado na presenca de variantes mutantes do genell-
4AR(SHIRAKAWAet al., 2000).

A IL4R j& foi associada com artrite reumatoide, em que sua atividade medeia
o efeito da IL4(RAZA et al.,, 2005). Protset al relataram uma associacao entre o
polimorfismo rs1805010 do IL4R e a presenca de erosdes 0sseas em pacientes com
tempo de 2 anos de evolugdo da doenca (PROTS et al.,, 2006). Estudos de
associacao com diabetes mellitus tipo 1 sao divergentes. Quet al., (2006) reportou a
falta de associagdo entre os polimorfismos rs1805010, rs1805011, rs1805013,
rs1805015 e rs1801275 e o diabetes mellitus tipo 1 (QUet al., 2006). Outro estudo
com os polimorfismos rs1805010, rs1805011, rs1805015 relatou a associacdo dos
genotipos, bem como das combinagdeshaplotipicas(STECK et al., 2005).

2.5 Polimorfismos genéticos

Um dos principais adventos do projeto Genoma Humano foi a descoberta de
milhdes de variacbes ao longo do DNA, nas quais grande parte refere-se a
modifica¢cdes pequenas no genoma humano, como o caso das insercoes, delegcbes e
SNPs (KWOK, 2001). Essas variagbes funcionam como importantes marcadores
genéticos, e atualmente, séo utilizado em estudos de associacdo genética, podendo
revelar grande importancia na predisposicdo a uma diversidade de infecgbes e
doencas autoimunes (BRAIDAet al., 2004; SCHWART Zet al., 2004).

Essas variacfes também conhecidas como polimorfismos genéticos podem
também alterar ou ndo, a expressdo génica, a sintese proteica, o enovelamento
proteico e, consequentemente, a atividade da proteina codificada, e tais
modificacdes irdo depender da localizagdo da variacdo ao longo do genoma

humano, j& que as mesmas podem ser encontradas em regides ndo codificantes
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apenas ocasionando mudangas sindbnimas (NOWOTNYet al., 2001; KIM; MISRA,
2007).

O genoma humano é formado por regides génicas intercaladas por regifes
intergénicas. Os genes sdo estruturas formadas por DNA e estdo organizados em
éxons e introns. Para transmitir sua informacdo genética, esses genes sao
transcritos em moléculas de RNA primario, no qual ainda se mantém os éxons e
introns. Através do processamento alternativo (splicing alternativo), que envolve a
adicdo de CAP 5’ e cauda poli A (na extremidade 3’) os introns séo retirados e o
RNA mensageiro primario, torna-se maduro. No primeiro e no ultimo éxon do RNA
mensageiro maduro existe uma por¢cdo que ndo é traduzida em amino&cidos
denominada de UTR. Essa regido apresenta papel primordial na traducdo das
proteinas (GRIFFTHISet al, 2013).

Uma variacdo genética nas regides UTRs do gene pode alterar a sintese
protéica, uma vez que, polimorfismos nesta por¢cdo podem aumentar ou diminuir a
afinidade dos ligantes envolvidos na traducdo com consequente alteragdo na
producéo das proteinas (GRIFFTHISet al, 2008; SNUSTAD;SIMMONS, 2008). Como
o caso do indel 14pb, contido na 3'UTR e estudado no presente trabalho, que esta
relacionado com a estabilidade do mRNA e por consequéncia, com a produgao da
proteina; por apresentar uma funcdo imunorregulatéria torna-se importante nos
estudos de associagdo com doencgas autoimunes. Bem como os SNPs do gene IL4R
nas regides codificadoras (éxons) que podem resultar em proteinas modificadas,
podendo aumentar ou diminuir sua atividade regulatéria em células imunoldgicas
(SOBRINOet al., 2004).

Assim, nos ultimos anos, um grande numero de tecnologias diferentes tem
permitido a genotipagem individual desses polimorfismos, permitindo através de
estudos de associagéao, identificar contribuigcbes poligénicas em doengas complexas
como o diabetes mellitus tipo 1.

Com o objetivo de avaliar variagBes genéticas e a suscetibilidade ao DM1,
este presente trabalho selecionou através de busca na literatura e nos bancos de
dados de consorcios, polimorfismos que afetam os niveis protéicos do HLA-G e
ILAR, genes com funcgdes regulatorias em células do sistema imunoenvolvidas na

etiopatogénese do DML1.
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3 Objetivos

A seguir os tépicos explicitando os objetivos do trabalho.

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a associacao do polimorfismo 14pb insercao/ delecdo do gene HLA-G e de
polimorfismos de Unico nucleotideo do gene IL4R em pacientes comDiabetes
Mellitus tipo 1 do estado de Pernambuco, a fim de identificar possiveis marcadores
genéticos associados a protecdo e/ou susceptibilidade ao DML1.

3.2 Objetivos especificos

e |dentificar as frequéncias alélicas e genotipicas dos pacientes e controles,
assim como dos grupos de pacientes estratificados;

e Analisar a frequéncia do polimorfismo 14pb do gene HLA-G em pacientes
com Diabetes mellitus tipo 1 e em individuos saudaveis;

e Avaliar a associagao dos polimorfismos rs2243250, rs1805016, rs1805015,
rs1805013, rs1805011, rs1805010, rs1801275 do IL4Rem pacientes com
Diabetes mellitus tipo 1 e em individuos saudaveis;

e Analisar os SNPs, ap0s estratificacdo, de acordo com a presenca ou auséncia
da tiroidite autoimune (AITD) e/ou doenca celiaca (DC) nos pacientes, em
comparacao com controles saudaveis.

e Avaliar a existéncia de uma correlagdo dos polimorfimos do HLA-G e IL4R

com a idade de diagnéstico do DM1.
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4 Material e Métodos

4.1 Grupo de estudo

Foram analisadas amostras de DNA Gendmico de 174 pacientes DM1
diagnosticados de acordo com os critérios clinicos da Associacdo Americana de
diabetes (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2012). A idade média foi de 13
anos (desvio padréo*4.8) e as amostras foram obtidas pelos trés maiores centros de
endocrinologia pediatrica do servigo de saude publica do Recife, na regido Nordeste
do Brasil (Instituto de Medicina Integral Professor Fernando Figueira, Hospital da
Restauracéo e Hospital das Clinicas - UFPE).

O grupo dos controles consistiu de 181 individuos saudaveis sem historico
familiar de outras doencas autoimunes. A idade média foi de 32 anos (desvio padréo
+ 13.3) baseada no fato de que a maioria dos individuos portadores de DM1
desenvolvem a doenca ainda na primeira infancia. Todos os controles foram
provenientes da mesma regido geografica dos pacientes. Um consentimento livre
esclarecido foi obtido de todos os individuos incluidos neste estudo que foi
previamente aprovado pelo Comité de Etica local (IMIP nimero 1717/2010).

4.2 Extracao de DNA genomico

Apoés a coleta de aproximadamente 5mL de sangue periférico por individuo, as
amostras foram encaminhadas ao Laboratério de ImunopatologiaKeizoAsami da
Universidade Federal de Pernambuco (LIKA/UFPE).O DNA gendmico foi isolado a
partir das células do sangue periférico, anticoagulado com EDTA, de cada paciente
e individuo controle seguindo as instru¢des do fabricante do Kit de extracdo de DNA
WizardGenomicPurification Kit (PROMEGA).

4.3 Diagnostico de Tireoidite autoimune e Doenca celiaca
O diagnéstico dos anticorpos para tireoperoxidase (Anti- TPO) foram

realizados por quimioluminescéncia (Immuliteanti-TPOAb, Produtos de diagndstico
Co, Los Angeles, EUA). Pacientes com anti- TPO positivo (titulo superior a 35 Ul/ml,
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de acordo com a sugestdo do fabricante) foram considerados como pacientes
portadores de tireoidite, considerados em nosso estudo como AITD+.

Os anticorposanti -transglutaminase (anti-tTG) foram determinados usando o
kit de ELISA Eu-tTG (Eurospital, Trieste, Italia), de acordo com as instru¢des do
fabricante. Os pacientes que apresentaram 10 UA (unidades de absorvancia) de
anticorpos anti-tTG foram considerados positivos para doenca celiaca e,
subsequentemente, foram rastreados para a presenca dos haplétiposHLA DQ2 e /
ou DQ8 utilizando o kit de Eu-DQ (Eurospital, Trieste, Italia). Apdés uma dieta livre de
glaten, autoanticorpostTG de todos os pacientes com DC diminuiram e

permaneceram sob o valor de corte (7 UA).

4.4 Estratificacdo dos pacientes

Baseado na presenca de outras doencas enddcrinas autoimunes,
diagnosticadas no grupo de pacientes DM1, esses individuos também foram
analisados pela presenca dessas outras patologias.Sendo assim, pacientes DM1
diagnosticados apenas com Tireoidite autoimune (AITD+) e sem a presenca de
Doencga celiaca (DC-) foram classificados com a sigla DM1+AITD+DC-. Aqueles
diagnosticados apenas com Doencga celiaca e sem Tireoidite autoimune foram
classificados como DM1+AITD-DC+. Os que apresentaram as trés doencas foram os
DM1+AITD+DC+, enquanto que osdiagnosticados apenas com diabetes tipo 1,
foram classificados como DM1+AITD-DC-. Dessa maneira, 0s grupos estratificados

serdo dispostos nas tabelas dos resultados com suas respectivas siglas.

4.5 Genotipagem dos individuos e construcao de haploétipos

4.5.1 Selegéo dos polimorfismos

A selecdo dos polimorfismos candidatos foi baseada através de busca na
literatura e nos bancos de dados do National Center Biotechnologylnformation
(NCBI), com frequéncia do alelo minoritario (MAF) de pelo menos 5% nas
populacdes caucasiana (CEU) e afrodescendente (YRI).
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4.5.2Gene HLA-G

O polimorfismo selecionado do gene HLA-G foi o indel rs66554220- 14pb
delecédo (D) / insercdo (I) e um total de 174 pacientes e 143 controles saudaveis
foram genotipados. A genotipagem foi realizada a partir de ensaios da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) de acordo com o protocolo de Linet al., 2007, utilizando
os primers selecionados (tabela 3), em um volume de reacao de 25ul contendo 2,5ul
de Buffer [10x], 1,5ul de MgCI2 [25mM], 2ul de dNTPs [10mM], 0,2ul de Taq [5U/ul],
2 ul de DNA [25ng/ul] e 0,5ul de cada primer [10uM].

Tabela 3. Lista com as sequéncias dos primers para o indel 14 pb
Polimorfismos | Primers | Sequéncia

Indel 14 pb Fw GTGATGGGCTGTTTAAAGTGTCACC
rs66554220 |Rev GGAAGGAATGCAGTTCAGCATGA
FONTE: A autora

O seguinte protocolo de ciclagem foi utilizado: um ciclo por 10 minutos a
95°C; 40 ciclos por 30 segundos a 95°C; 30 segundos a 58°C e 45 segundos a 72°C
e, um ciclo final de 7 minutos a 72°C. Todas as reagOes foram realizadas no
termociclador Life Express ThermalCycle (Bioer, China) no laboratério de Biologia
Molecular, LIKA- UFPE.

Os produtos de PCR foram visualizados em eletroforese em gel de agarose a
3%, atraves do sistema de deteccdo de fotodocumentador digital (Labtrade, Brasil),
permitindo a genotipagem dos pacientes e controles. Para interpretagcdo dos
genotipos, as bandas foram comparadas com Ladder 100pb (Invitrogen). As
amostras que apresentaram apenas uma banda de 224pb foram consideradas
homozigotas para a insercao; as amostras que apresentaram apenas uma banda de
210pb, como homozigotas para a dele¢do e, aquelas que apresentaram as duas
bandas foram consideradas heterozigotas (Figura 11).
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Figura 11. Imagem de eletroforese em gel de agarose, especificando as bandas genotipadas.

FONTE: A autora

4.5.3Gene IL4R

Para a genotipagem dos SNPsselecionados(rs1805016, rs1805015,
rs1805013, rs1805011, rs1805010, rs1801275) do gene IL4Rforam utilizadas sondas
alelo especificas fluorescentes (TagMan®, Life) utilizando a plataforma em tempo
real ABI-7500 (Life Technologies) e um total de 171 pacientes e 181 controles
saudaveis. O desequilibrio de ligacdo e os haploétipos foram computados usando o

Haploview 4.2 e o SNPstats(http://bioinfo.iconcologia.net/SNP _stats).

4.6 Métodos Estatisticos

Para avaliar o equilibrio de Hardy-Weinberg, realizar o teste exato de Fisher,
bem como calcular as frequéncias alélicas e genotipicas dos grupos em estudo, foi
utilizado o programa R (2005; version 2.1.1; http://www.r-project.org/). Com esses

testes avaliamos também a susceptibilidade do DM1 com a presenca de outras
doencas autoimunes. OddsRatio (OR) foi calculado, considerando 95% de intervalo
de confianga (IC). Em todas as analises, p <0,05 foram considerados

estatisticamente significantes.


http://www.r-project.org/

46

5 Resultados

No presente estudo, todos os pacientes DM1 foram também diagnosticados
para a presenca de tireoidite e/ou doenca celiaca. Apds a estratificacdo, foram
observados que 23% apresentavam DM1+AITD+DC-, 5% foram classificados como
DM1+AITD-DC+, enquanto que 3,6% foram diagnosticados como DM1+AITD+DC+,

e 0s 68,4% restantes ndo apresentaram outras doengas autoimunes.

5.1 Indel 14 pb do gene HLA-G

As frequéncias genotipicas do indel 14 pb do gene HLA-G estavam em
equilibrio de Hardy-Weinberg tanto para os pacientes DM1 como individuos
controles. O indel de 14 pb (rs66554220) apresentou o alelo D mais frequente entre
0s pacientes (73%), enquanto o alelo | ndo apresentou uma diferenca
estatisticamente  significante entre pacientes e controles (27%; 33%,
respectivamente). Quanto aos gendétipos, o D/D foi mais frequente no grupo dos
pacientes (52%). Em relacdo & estratificacdo dos pacientes para a presenca de AITD
e DC,o alelo D foi mais frequente em todos os grupos sendo o0 mesmo observado
para o gendtipo DD. As distribui¢cdes das frequéncias alélicas e genotipicas de todos
0S grupos estao dispostas na tabela 4.

Tabela 4. Frequéncias alélicas e genotipicas do indel 14 pb nos controles e pacientes DM1 estratificados de
acordo com a insurgéncia de Tireoidite autoimune (AITD) e Doencga celiaca (DC).

14
pb(rs66554220
) Controles DM1 DM1+AITD-DC- DM1+AITD+DC- DM1+AITD-DC+ DM1+AITD+DC+
Alelos n=286 (%) n=348 (%) n=238 (%) n=80 (%) n=18 (%) n=12 (%)
D 102(6Tw)  255(3%)  169(71%)  e0(1s%)  15(83%)  11(92%)
[ 94 (33%) 93 (27%) 69 (29%) 20 (25%) 3 (17%) 1 (8%)
Gendtipos n=143 (%) n=174 (%) n=119 (%) n=25 (%) n=9(%) n=6 (%)
Db eswew) o024 ST@sw)  2(5%)  667%) 5@
DI 60 (42%) 75 (43%) 55 (46%) 16 (4%) 3 (33%) 1(17%)

[ 17 (12%) 9 (5%) 7 (6%) 2 (0,5%) 0 0
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Foi encontrada diferenga estatisticamente significativa na distribuicdo do
genotipo I/, mostrando-se mais frequente entre os controles (12%) em relacdo aos
pacientes (5%) (p=0,028; OR=0,39; IC95%= 0,16-0,92). O genostipo DI ndo mostrou
uma diferenca estatisticamente significativa entre os dois grupos. N&o foram
encontradas diferencas estatisticamente significativas nas distribuicdes dos alelos e
gendtipos dos grupos de pacientes quando comparados com os controles (Tabela
5). Adicionalmente, nos grupos AITD-DC+ e AITD+DC+ nado foramobservadasa
presenca do gendtipo I/l (Tabela 4).



Tabela 5. p-value obtido por meio do teste exato de Fisher comparando as frequéncias alélicas e genotipicas do HLA-G 14bp insergéo /

insercdo entre 0s grupos.

14pb DML1 vs controles AITD - DC- vs controles AITD + DC- vs controles AITD- DC+ vs controles AIDT+ DC+ vs controles
rs66554220  Pvalue  OR(IC95%) pyalue  OR (IC 95%) p valueOR (IC 95%) pvalue  OR (IC 95%) p value OR (IC 95%)

alelo

D Ref ref Ref Ref ref

| 0,0910,74 (0,53 — 1,05) 0,341,19 (0,81-1,77) 0,211,46 (0,81-2,72) 0,192,44 (0,66-13,47) 0,115,36 (0,75-234,0)
Genétipo
DD Ref ref Ref Ref ref
DI 0,4710,92 (0,58 — 1,46) 0,891,06 (0,61-1,82) 0,580,80 (0,35-1,76) 0,50,55 (0,08-2,72) 0,220,22 (0-2,06)

Il 0,0280,39 (0,16— 0,92)

0,170,47 (0,15-1,32)

0,230,35 (0,03-1,69)

0,030 (0-0,98)

10 (0-43,52)
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Através do modelo recessivo, observamos que o0 gendtipo I/l esta associado

com a idade do diagnéstico (p=0,029) (Tabela 6).

Tabela 6. P-value obtido com a correla¢@o da idade do diagnostico dos pacientes DM1.

Codominante n Me ID Dif IC p-value
D/D 90 13,77 0 0,088
D/l 75 13,48 -294
I/1 9 10,03 -3,739
Dominante

0,3697
D/D 90 13,77 0 3
A/l 84 31,11 -0,664
Recessivo

16

D/D-D/I 5 13,64 0 0,029
I/1 9 10,03 -3,605

Dif IC= diferenca do intervalo de confianca

5.2 SNPs do gene IL4R

As frequéncias genotipicas de todos os polimorfismos do gene IL4Restudados
estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg nos pacientes DM1 e controles
saudaveis, com excecao do grupo controle para o SNP rs1805015.

e 51805010

O SNP (rs1805010; 150V), variacdo de adenina (A) para guanina (G),
apresentou o alelo A como mais frequente entre os controles (52%) e o alelo G entre
0s pacientes (49%) (tabela 7), e uma distribuicdo semelhante foi observada nos
grupos dos pacientes estratificados, com excecédo do grupo AITD+DC+ no qual o
alelo G foi mais frequente (58%) (tabela 8).

Com relagdo aos genodtipos, a presenca do AG foi mais frequente nos
pacientes, controles e nos grupos dos pacientes estratificados (tabela 7 e 8). O
gendtipo AA néo foi apresentado no grupo AITD+DC+ e 0 GG no grupo AITD-DC+
(tabela 7). N&o foram encontradas diferengcas estatisticamente significativas nas
frequéncias alélicas e genotipicas (tabela 7 e 8).

e 51805011

Para o SNP rs1805011, mudanca de adenina (A) para citosina (C), o alelo A
apresentou maior frequéncia nos dois grupos e nos estratificados. Quanto a
distribuicdo genotipica, o gendtipo A/A predominou nos pacientes e nos demais
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grupos (tabela 7 e 8). As distribuicbes ndo mostraram diferencas significativas
(Tabela 8 e 9).
e rs1805013
Na troca de citosina para timina no SNP rs1805013, a predominancia foi do
alelo C, nos pacientes foi de 97,6%, o0 mesmo alelo predominou entre os demais
grupos. Ja alelo T foi mais frequente nos controles (4,5%). O genétipo C/C foi o0 mais
frequente em todos o0s grupos, estando presente em 95,3% dos pacientes.
Interessantemente, o genotipo T/T ndo foi observado na populagéo (Tabela 7 e 8).
Diferencas estatisticamente significativas entre as distribuicbes ndo foram
encontradas (Tabela 7 e 9).
e 51805015
Para o SNP rs1805015, com a troca de uma citosina para timina, o alelo T foi
mais frequente e, pacientes (81%) e controles (81%) apresentaram a mesma
frequéncia. Nos demais, o grupo AITD+DC- (88%) apresentou a maior frequéncia do
alelo. O gendtipo TT esteve mais frequente nos controles (68%) e nos pacientes
AITD+DC- (76%). Ja o gendtipo CC ndo foi observado nos grupos dos
pacientesAITD+DC+ e AITD+DC (tabela 7 e 8). Nao foram observadas
diferencasestatisticamente significantes (Tabela 7 e 9).
e rs1805016
O SNP rs1805016, com a mudang¢a de uma guanina para timina, o alelo T se
apresentou mais frequente em todos os grupos. Nos gendétipos, o TT mostrou-se
mais frequente nos pacientes (80%) do que nos controles (77%), e nos demais
grupos também foi o gendtipo mais observado. Enquanto que o GG nao foi
encontardonos controles e nos grupos AITD+DC+ e AITD-DC+ (tabela 7 e 8). Nao
houve diferenca estatisticamente significativa (Tabela 7 e 9).
e 51801275
Por fim, o SNP rs1801275, com a troca de adenina para guanina, apresentou
maior frequéncia alélica no alelo A em todos os grupos. O gendtipo AA mostrou-se
mais frequente nos pacientes (46%) e nos demais grupos dos pacientes, com
excecdo do AITD-DC+ que o AG (43%) mostrou-se mais frequente (tabela 7 e 8).
N&o houve diferencas estatisticamente significantes (tabela 7 e 9).



Tabela 7.Frequéncias alélicas e genotipicas de polimorfismos do gene IL4Rdos
pacientes DM1 e controles.

rs1805010 pacientes controle OR (IC 95%) p-value
Alelos n= (%) n=(%)
A 173 (51%) 190 (52%) Ref Ref
G 169 (49%) 172 (48%) 1,07 (0,79 - 1,46) 0,65
Geno6tipos
AA 47 (27,5%) 52 (28,7%) 0,98 (0,57 - 1,67) 1
AG 79 (46,2%) 86 (47,5%) Ref Ref
-GG __ . .4@e3n, . 430238 . _ 118(065-197) _ _ . 0892
rs1805011
Alelos
A 264 (T7%) 281 (78%) Ref ref
C 78 (23%) 81 (22%) 1,02 (0,70 - 1,48) 0,928
Geno6tipos
AA 103 (60,2%) 111 (61,3%) Ref ref
AC 58 (34%) 59 (32,6%) 1,05 (0,65 - 1,70) 0,818
___CC___ .. _10(68%_ ____1161%) ____ _ 097(035-266) __ __ _1__ _
rs1805013
Alelos
C 334 (98%) 346 (96%) Ref ref
T 8 (2%) 16 (4%) 0,51 (0,18 - 1,30) 0,148
Genotipos
cc 163 (95,3%) 165 (91%) Ref ref
CT 8 (4,7%) 16 (9%) 0,50 (0,18 - 1,29) 0,141
S N - U L (1 1') DU S
rs1805015
Alelos
c 64(19%) 69 (19%) 0,95 (0,63 - 1,42) 0,846
T 278 (81 %) 293 (81%) Ref ref
Geno6tipos
cc 5 (3%) 11 (6%) 0,45 (0,12-1,48) 0,198
CT 54 (31%) 47 (26%) 1,11 (0,68-1,83) 0,721
J_ TN M2(e0%)  _ ___123(68%) _ _ _ _ __ _ _Ref ____ ___ _ref __
rs1805016
Alelos
G 38 (11%) 42 (11%) 0,90 (0,55-1,48) 0,722
T 304 (89%) 320 (89%) Ref ref
Geno6tipos
GG 3 (2%) 0 3,05 (0,24-161,9) 0,37
GT 32 (18%) 42 (23%) 0,77 (0,45 - 1,34) 0,356
o TT . 136(80%)_  _ _ _139(77%) _ _ _ _ _ __ _Reft _ _ __ __ _ref _
rs1801275
Alelos
A 230 (67,2%) 237 (65,5%) Ref ref
G 112 (32,8%) 125 (34,5%) 0,92 (0,66 - 1,27) 0,632
Genotipos
AA 79 (46%) 79 (43,6%) Ref ref
AG 72 (42%) 79 (43,6%) 0,91 (0,56 - 1,45) 0,733

GG 20 (12%) 23 (12,7%) 0,87 (0,41 - 1,80) 0,732
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Tabela 8. Distribuigdo das frequéncias alélicas e genotipicas de polimorfismos do gene IL4R de
pacientes DM1 estratificados de acordo com a insurgéncia de tireoidite autoimune (AITD) e
doenga celiaca (DC).

rs1805010 DM1 DM1+AITD+CD+ DM1+AITD-CD- DM1+AITD-CD+ DM1+AITD+CD-
Alelos n=(%) n=(%) n=(%) n=(%) n=(%)
A 173 (50,6%) 5 (42%) 125 (50%) 9 (64%) 34 (50%)
G 169 (49,4%) 7 (58%) 123 (50%) 5 (36%) 34 (50%)
Geno6tipos
AA 47 (27,5%) 0 37 (30%) 2 (29%) 8 (24%)
AG 79 (46,2%) 5 (83%) 51 (41%) 5 (71%) 18 (53%)
__ GG _ ___45063%) __ _ __ 17%) _ _ _ __Z 36(29%)_ _ _ _ _ ___ O _ . 8(24%)_ _ _
rs1805011
Alelos
A 264 (77,2%) 8 (67%) 194 (78%) 9 (64%) 53 (78%)
C 78 (22,8%) 4 (33%) 54 (22%) 5 (36%) 15 (22%)
Geno6tipos
AA 103 (60,2%) 3 (50%) 76 (61%) 3 (43%) 21 (62%)
AC 58 (34%) 2 (33%) 42 (34%) 3 (43%) 11 (32%)
__CC____10G8%). _ ____ 1Q7%) 6(6%) _ _ __ __ ] 104%) | _ _ _ ___ 2 (6%)
rs1805013
Alelos
C 334 (97,6%) 12 (100%) 242 (98%) 13 (93%) 67 (99%)
T 8 (3,4%) 0 6 (2%) 1(7%) 1(1%)
Genotipos
cC 163 (95,3%) 6 (100%) 118 (95%) 6 (86%) 33 (97%)
CT 8 (4,7%) 0 6 (5%) 1 (14%) 1 (3%)
__Lcc______ o _ _______ 0 _ _______ 0 _ o ______ 0 _ o _______ 0 __._.
rs1805015
Alelos
C 62(18%) 2 (17%) 47(19%) 5 (36%) 8 (12%)
T 276 (82 %) 10 (83%) 197 (81%) 9 (64%) 60 (88%)
Geno6tipos
cC 5 (3%) 0 3 (4%) 2 (29%) 0
CT 52 (31%) 2 (33%) 41 (34%) 1 (14%) 8 (24%)
o TT ____M2(6%) _ _ _ _ _ 4(67%) _ _ _ _ _ 78(64%)_ _ _ _ _ _ A(BT%) _ _ _ _ 26(16%)_ _ _ .
rs1805016
Alelos
G 38 (11%) 2 (17%) 21 (8%) 2 (14%) 13 (19%)
T 304 (89%) 10 (83%) 227 (92%) 12 (86%) 55 (81%)
Geno6tipos
GG 3 (2%) 0 1 (1%) 0 2 (6%)
GT 32 (18%) 2 (33%) 19(15%) 2 (29%) 9 (26%)
__JT ____136(@0%) __ _ __ 4(67%) _ _ _ _ _104(85%) _ _ _ _ _ - 5(T19%) _ _ _ _ _ _ 23(68%)_ _ _ .
rs1801275
Alelos
A 230 (67,2%) 8 (67%) 171 (69%) 7 (50%) 44 (65%)
G 112 (32,8%) 4 (33%) 77 (31%) 7 (50%) 24 (35%)
Genotipos
AA 79 (46%) 3 (50%) 59 (48%) 2 (29%) 15 (44%)
AG 72 (42%) 2 (33%) 53 (43%) 3 (43%) 14 (41%)

GG 20 (12%) 1 (17%) 12 (10%) 2 (29%) 5 (15%)




Tabela 9.p-value obtido por meio do teste exato de Fisher comparando as frequéncias

polimorfismos do ILAR entre grupos estratificados e os controles.

alélicas
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e genotipicas de

SNPs AITD+ DC+ AITD- DC- AITD- DC+ AIDT+ DC-
Vs controles Vs controles Vs controles Vs controles
p value OR(IC 95%) p value OR (IC 95%) p value OR (IC 95%) p value OR(IC 95%)
rs1805010
Alelos
A Ref ref Ref Ref
G 0,562 1,54 (0,41-6,29) 0,62 1,08 (0,77-1,52) 0,42 0,61 (0,15-2,08) 0,79 1,10 (0,63-1,91)
Genotipos
AA 0,158 0 (0-1,88) 0,577 1,19 (0,66-2,14) 1 0,66 (0,06-4,23) 0,657 0,73 (0,25-1,93)
AG Ref ref Ref Ref
- 86 __.__0863__ _ _0400375)_ ___ 0251 _ _ _ 140 ©Q77-257) _ _ _ 0175 _ _ _ _ 0(0-2,28) ot _088(030:236)
rs1805011
Alelos
A Ref ref Ref Ref
C 0,48 1,73 (0,37-6,66) 0,921 0,96 (0,63-1,45) 0,326 1,92 (0,49-6,60) 0,354 1,21 (0,79-1,84)
Genotipos
AA Ref ref Ref Ref
AC 1 1,25 (0,10-11,2) 0,9 1,03 (0,61-1,74) 0,426 1,87(0,24-14,4) 1 0,98 (0,4-2,31)
__Lc_ _ 033 __ _331(005455 __ _079%8 _ _ _ 0.79(0.23-2,47) _ _ _ 0333_ _ _331(005455) _ _1_ _ _ _096(009490) _
rs1805013
Alelos
c Ref ref Ref Ref
T 1 0(0-8,61) 0,269 0,53 (0,16-1,46) 0,482 1,66 (0,03-12,4) 0,493 0,32 (0-2,15)
Genotipos
cC Ref ref Ref Ref
CT 1 0 (0-9,55) 0,259 0,52 (016-1,46) 0,49 1,71 (0,03-15,5) 0,484 0,31 (0-2,16)
o Q@in_ _ ____ 1o 00dn) _ _ _ o2 1o 0 (O-inf R S - Q@i _ _ _
rs1805015
Alelos
(0,56 (0,22-
C 1 0,84 (0,08-4,12) 1 1,01 (0,65-1,55) 0,162 2,35 (0,59-8,11) 0,17 1,26)
T Ref ref Ref Ref
Geno6tipos
T 1 0 (0-18,77) 0,259 0,43 (0,07-1,70) 0,096 5,46 (0,44-43,49) 0,213 0 (0-2,03)
CT 0,671 1,30(0,11-9,46) 0,243 1,37 (0,80-2,35) 1 0,65 (0,01-6,85) 0,678 0,80 (0,29-1,99)
LR .. o Y .. . Ref_ _ ____ .
rs1805016
Alelos
G 0,64 1,52 (0,15-1,50) 0,225 0,70 (0,38-1,25) 0,672 1,26 (0,13-6) 0,111 1,79 (0,83-3,68)
T Ref ref Ref Ref
Genotipos
GG 1 0 (0-inf) 0,43 Inf (0,03-inf) 1 0 (0-inf) 0,02 Inf (1,06-inf)
GT 0,627 1,64 (0,14-11,9) 0,109 0,60 (0,31-1,13) 0,666 1,32 (0,12-8,43) 0,653 1,29 (0,48-3,18)
e I R .. o Y .. . Ref_ _ ____ .
rs1801275
Alelos
A Ref Ref Ref Ref
G 1 0,94 (0,20-3,62) 0,382 0,85 (0,59-1,22) 0,26 1,89 (0,55-6,47) 0,89 1,03 (0,57-1,83)
Geno6tipos
AA Ref Ref Ref Ref
AG 1 0,66 (0,05-5,99) 0,711 0,89 (0,53-1,50) 1 1,49 (0,16-18,3) 1 0,93 (0,38-2,22)
3,38 (0,23-
GG 1 1,14 (0,02-15,03) 0,443 0,70 (0,29-1,60) 0,235 49,08) 0,777 1,14 (0,29-3,18)
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e Hapldtipos

Foram utilizados os programas SNPstats e Haploview na construcdo dos
haplétipos, e sendo assim foram encontrados 13 haplétipos (tabela 10). Todos os
haplotipos apresentaram frequéncias semelhantes entre pacientes e controles.
Apenas os haplotipos | e 1l sdo mais frequentes nas duas populacbes
(Pacientes=0,34 e 0,24; controles=0,34 e 0,28, respectivamente). Os outros 11
haploétipos sdo mais raros na populagcédo estudada. O SNP rs1801275esta em forte
desequilibrio de ligacdo com o rs1805015 (D’=1,00), assim como, com o0 rs1805016
(D’=1,00). Os SNPs rs1805013 e rs1805015 apresentaram um D’= 0,91, enquanto
gue os SNPs rs1805011, rs1805013 e 1805015apresentaram um D’= 0,82 (Figura
12). O hapldtipo Il (G/ C/ C/ C/ T/ G) esta diferentemente distribuido quando
comparados 0s pacientes e os controles (p=0,0085) (tabela 11).

Figura 12. Mapa do desequilibrio de ligacédo dos seis polimorfismos

do IL4R estudados. O mapa foi feito através do software Haploview
4.2. Os valores D '(%) s&o mostrados nos quadros (D'=100% para
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Tabela 10. Frequéncias haplétipicas de polimorfismos do gene ILAR em comparagao entre os grupos de estudos.
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Haplétipos rs1805010 rs1805011 rs1805013 rs1805015 rs1805016 rs1801275 DM1 Controles OR (95% IC) P-value
I A A C T T A 0,34 0,34 ref ref
I G A C T T A 0,24 0,28 1,25 (0,79 - 1,96) 0,34
1l G C C C T G 0,03 0,05 3,25 (1,36 -7,79) 0,0085
\% A C C C T G 0,04 0,05 1,05 (0,47 - 2,35) 0,9
\Y A A C T T G 0,04 0,03 0,93 (0,36 - 2,44) 0,89
Vi A C C T G G 0,02 0,02 1,13 (0,29 - 4,36) 0,86
Vi G C C T G G 0,01 0,02 0,00 (Inf - Inf) 1
Vi G A C C T A 0,04 0,02 0,00 (Inf - Inf) 1
IX G C C T T G 0,05 0,02 1,99 (0,35 - 11,14) 0,44
X G A C T T G 0,02 0,02 0,70 (0,18 - 2,71) 0,61
Xl A C C T T G 0,02 0,02 0,31 (0,07 - 1,37) 0,12
Xil G A T C G G 0,01 0,01 0,77 (0,18 - 3,34) 0,73
XIII G C C C G G 0,02 0,01 0,48 (0,10 - 2,34) 0,37
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6 Discussao

6.1 Polimorfismo indel 14pb HLA-G

O HLA-G exerce importantes funcbes tolerogénicas. Muitos estudos tém
evidenciado um papel imunorregulador mais vasto dessa molécula, e, ao longo dos
ultimos anos, alguns pesquisadores tém elucidado a fungcdo do HLA-G,
demonstrando a inibi¢céo tanto de células NK, como a citolise mediada por células T,
gue pode ser um ponto crucial para a compreensao do papel dessa molécula na
patogénese do DM1. Apesar disso, os estudos de associagcdo com o indel 14 pb e
doencas autoimunes imunocomplexas mostram resultados contraditorios que pode
ser devido ao que é chamado de paradoxo do HLA-G.

O presente trabalho € o primeiro investigando a associa¢éo do indel 14 pb do
HLA-G com individuos portadores do Diabetes mellitus tipo 1. Os resultados
mostraram um aumento significativo nos controles (12%) na frequéncia de
homozigotos I/l, em comparacdo com os pacientes (5%), associando com uma
menor suscetibilidade ao desenvolvimento do DM1 (OR=0,39; p=0,028).

Na literatura sdo encontrados alguns trabalhos de associagédo do indel com
doencas autoimunes, como na doenca celiaca (FABRIS et al., 2011) e Idpus
eritematoso sistémico (RIZZO et al., 2008;VEIT et al., 2009), que envolvem uma
variedade de fatores, principalmente, imunolégicos e genéticos, em seu
desenvolvimento, assim como no diabetes mellitus tipo 1.Como ja referido, ndo ha
estudos de associagcédo envolvendo DM1 e o indel 14 pb do HLA-G, mas Cirulli et al
realizaram um estudo de expressdao e demonstraram que o HLA-G é um
determinante no repertério HLA nas ilhotas pancreéticas, fornecendo evidéncias da
apresentacdo de antigenos na superficie de células enddcrinas, em resposta ao
crescimento, estimulos inflamatorios e secretores.

O autor relatou que o HLA-G é constitutivamente expresso em baixos niveis
intracelulares em células enddcrinas pancreéticas e uma retengdo dessa molécula a
partir da reciclagem do HLA-G pelo complexo de Golgi, para o reticulo
endoplasmatico, ocasiona num significativo prolongamento do tempo de vida
intracelular do HLA-G permitindo, assim, a interacdo com peptideos de baixa
afinidade, que podem atuar como autoantigenos (FAIRCHILD ;WRAITH, 1996).
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Dessa forma, essa interacdo pode contribuir na tolerédncia imunoldgica da ilhota, por
funcionar como um sistema tampao, impedindo a apresentagdo a superficie de
autoantigenos nao susceptiveis de ter provocado delecao clonal.

Um estudo realizado em pacientes com Doenca celiaca, em uma populagéo
italiana, mostrou que o alelo da insergéo (I) e o genétipo homozigoto I/l do indel 14
pb sdo mais frequentes em pacientes com doenca Celiaca (49 vs. 42 %; 25 vs.15%,
respectivamente) quando comparados com controles e, estaosignificativamente
associados com 0 aumento ao risco da doenca (OR 1.35; P < 0.001) (FABRIS et al.,
2011). Em nossos resultados ndo observamos diferengas significantes nas
frequéncias alélicas e genotipicas dos pacientes DM1 portadores de doenca celiaca
(DM1+AITD-CD+). Consideramos que apoés a estratificacdo o tamanho amostral dos
grupos foi pequeno para alguma significancia estatistica.

Em relagdo a outras doengas autoimunes imunocomplexas, mas n&o
associadas ao diabetes mellitus o tipo 1, o Lupus eritematoso sistémico tem sido
alvo de estudos com o indel 14pb. Veit e cols. (VEITet al., 2009) estudando a
populacdo do Rio Grande do Sul (regido Sul do Brasil) observou que o alelo insercao
nao é um fator de risco para o LES. Rizzo et al. (2008) analisaram 0 mesmo
polimorfismo em uma populagao italiana e encontraram uma maior frequéncia do
alelo insercao, associando com o desenvolvimento do LES e observou uma maior
frequéncia de delecao, tanto nos pacientes como nos controles. Wu e cols. (WUet
al., 2009) ndo encontraram associacdo das frequéncias alélicas ou genotipicas com
0 desenvolvimento do LES em uma populacdo chinesa, no entanto, quando foram
avaliados os niveis séricos de HLA-G solluvel nos pacientes, foi observado um
aumento nas concentracdes dessa proteina, indicando que a expressdo de HLA-G
no LES pode fazer parte do mecanismo na tentativa de restaurar o processo de
autotolerancia e conter a inflamagao.

Por representar uma molécula imunomoduladora, oHLA-G desempenha um
papel no mecanismo de imunotolerancia pela inibicdo da atividade das células NK,
linfocitos T citotéxicos e de células apresentadoras de antigenos e sua expressao
éaumentada em condi¢cbes patologicas(ABEDIANKENARIet al., 2007).J&4 foi
demonstrado que o padrdo nos niveis de expressdo encontrados nas ilhotas
pancreaticas é baixo (CIRULLIet al.,2006), mas suficiente para contribuir na
imunotolerancia nas ilhotas pancreéticas. Em nossos resultados foi encontrado nos

controles uma maior frequéncia do gendtipo da insercdo, relacionado com baixa
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expressdo da molécula, possivelmente a presenca da molécula mesmo em baixos
niveis podem impedir a apresentacdo de autoantigenos a superficie das células
enddcrinas, evitando o ataque as mesmas e, consequentemente, diminuindo a

suscetibilidade ao desenvolvimento do DM1.

6.2 Polimorfismos do gene IL4R

O IL4R é descrito como um gene que codifica o receptor da interleucina4,
molécula que funciona no balanco de Thl/Th2, sendo responsavel pela
diferenciacdo do Th2 na resposta imune. Alguns estudos reportam que SNPs né&o
sindnimos séo responsaveis pela alteracao da atividade biolégica da molécula.

Neste estudo investigamos a associagao de polimorfismos do gene ILAR em
pacientes DM1 e controles na populacdo do estado de Pernambuco, Nordeste
brasileiro. Em nossos resultados ndo encontramos associagdo dos SNPs do IL4R
guando comparamos 0s controles e pacientes DM1. Mas analisando os haplétipos,
observamos que o haplétipo Il (GCCCTG) foi associado a maior suscetibilidade ao
DM1 (p=0,008; OR=3,25).

Um estudo realizado nas Filipinas com 90 pacientes portadores do Diabetes
tipo 1 e polimorfismos do IL4R (rs1805010, rs1805011, rs1505015 e rs1801275)
encontrou na populacdo uma frequéncia significativamente menor (p=0,02) do alelo
C (11,7%) do SNP rs1805011. O que néo foi observado em nossos resultados ja que
esse mesmo alelo apresentou frequéncias semelhantes nos dois grupos (DM1:23% ;
Controles:22%). Quanto aos haplotipos, os autores mostraram que o0s SNPs
rs1805011, rs1805015 e rs1801275 estavam em forte desequilibrio de ligacdo e uma
tendéncia a protecdo(BUGAWAN et al., 2003).Mirel et al., 2002emumainvestigacao
dos
mesmoshaplétiposnumapopulagdocaucasianaobservouresultadossemelhantesaos

de Bugawan.

Em nossos achados o efeito combinado dos seis SNPs compondo os
haplotipos, conferiram para o haplétipo I, um risco aumentado de desenvolver DM1.
A presenca dos alelos variantes dos SNPsrs1805015 e rs1801275, pode influenciar

na regulacdo das respostas Thl e Th2, neste caso em direcdo ao Thl, perfil
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presente na patogénese do DM1, refletindo em nossos resultados uma maior
suscetibilidade ao DM1.

MAIER et al., 2003 também analisaram os SNPs rs1805011, rs1805015 e
rs1801275 em uma populagdo Europeia, com casos de DM1, e, assim como em
nosso estudo também ndo encontraram associacao para os trés polimorfismos. QUet
al, 2006 avaliaram seis polimorfismos do gene IL4R, entre eles o rs1805010,
rs1805011, rs1805013, rs1805015 e rs1801275 (estudados na populagao
Pernambucana) em 830 familias Europeias e nenhuma associa¢éo foi encontrada.
Observamos que as frequéncias dos alelos menos frequentes dos trés polimorfismos
foram semelhantes as frequéncias encontradas nos pacientes em nosso estudo
(rs1805010: 44% vs 49%; rs1805013: 4% vs 2%, rs1805015 16% vs 19%,
respectivamente). Em ambos o0s casos, 0s autores consideram que a
heterogeneidade dentro das populagbes seja um ponto forte para distribuicéo alélica
e a falta de associagao.

6.3 HLA-G e IL4R na genética e patogénese do DM1

Estudos com DML identificaram um papel importante das células dendriticas e
células T no processo imunopatogénico. Sabe-se que essas células induzem a
resposta imune fornecendo sinais para que os linfécitos T sejam ativados. Nessa
acdo, as células dendriticas podem transportar moléculas HLA-G, que possui como
uma de suas fungbes, a inibicdo da atividade das células T. Como j& foi descrito
anteriormente neste trabalho, a interleucina4 é secretada pelos linfécitos Th e
guando liga-se, por autoafinidade, ao IL4R, promove a diferenciacdo das T helper
em Th2. Dessa forma, é possivel que a presenca do HLA-G possa alterar os
receptores dos linfocitos que néo irdo reconhecer os antigenos e, por consequéncia,

ndo ser& secretada a interleucina4 (figura 13).
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Figura 13. Esquema demonstrando a atuacdo do HLA-G inibindo a diferenciacdo das
células Th.

HLA-G
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Célula
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Como no desenvolvimento do DM1 o perfil de secrecédo € Thl, e este nado
sera suprimido pela diferenciacdo do Th2, possivelmente, a infiltracdo dos linfécitos
nas ilhotas pancreaticas pode ocorrer iniciando o processoinflamatério(QU et al.,
2006; ABEDIANKENARI et al., 2007;PEAKMAN, 2013), mas o contexto com o HLA-
G inibindo a atividade autorreativa do Thl, é possivel que o ataque as células das
ilhotas pancreéticas seja suprimido, impedindo o desenvolvimento do DM1. Isto pode
ser evidenciado em nossos resultados que indicaram que a baixa expressédo do
HLA-G em células pancreaticas diminuem as chances de desenvolvimento da
doenca.

Apesar disso, temos que destacar que esses nao sao 0s Unicos fatores
atrelados ao desenvolvimento do DM1, ja que esta € uma doenca complexa, e uma
grande variedade de moléculas e células estdo envolvidas. Contudo, estudar o
papel, tanto do HLA-G como do IL4R, no DM1 contribui nos possiveis mecanismos
responsaveis no escape da tolerancia imunoldgica envolvida na autoimunidade nas

ilhotas pancreéticas.
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7 Conclusao

O Estudo de associagao com o Diabete mellitus tipo 1 e o indel 14 pb do HLA-
Gfoi o primeiro realizado mundialmente e com os polimorfismos do IL4R o primeiro
na populagéo Brasileira. Pouco ainda se sabe sobre o envolvimento do indel 14pb
com o DM1, mas, em nosso trabalho, foi possivel inferir uma associagdo de menor

suscetibilidade, inéditos em popula¢gfes mundiais.

1. Ainsercdo do indel 14 pb esta associada com uma menor suscetibilidade ao
DM1 (p=0,028; OR=0,39; IC95%= 0,16-0,92);

2. Através do modelo recessivo, foi evidenciada a associacdo da correlacdo da
idade do diagnésticos e o gendtipo I/ (p=0,029);

3. Nao foi evidenciada associacdo entre as frequéncias alélicas e genotipicas,
entre 0s grupos dos pacientes e os controles, para os SNPs estudados no
IL4R;

4. O Haplotipo lll, dos SNPs analisados do IL4AR (G/C/C/C/TIG), foi associado ao
risco do DM1(p=0,008; OR=3,25), devido a presenca dos alelos variantes dos
SNPsnao-sindnimos, rs1805015 e rs1801275, que influenciam no balanco
Th1/Th2.
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Interleukin 18 (IL-18) is a cytokine that plays an important role in the Thl response, by its ability to
induce IFN-C production in T cells and natural Killer cells. Functional variants of IL18 gene has been
reported as associated with type 1 diabetes (T1D). In the present study were analyzed three promoter
single nucleotide polymorphisms (SNPs), at —-656 (rs1946519), —-607 (rs1946518) and -137
(rs187238) position, in 181 children and adolescents with T1D and 122 healthy individuals, both from
metropolitan area of Recife, Northeast of Brazil. TID patients were stratified accordingto the presence
autoimmune thyroiditis and celiac disease. Allele and genotype frequencies of IL18 SNPs were Hardy—
Weinberg equilibrium in patients and controls. The allele —137G and the haplotype —656G/—607C/
—137G were more frequent in T1D patients (OR = 1.82 and 1.97, respectively) then in healthy controls.
However, those SNPs were not associated with the age of T1D onset as well as with the insurgence of
AITD and/or CD in concomitant with T1D patients. Our findings suggest an association between IL18 pro-
moter SNPs and susceptibility to T1D in Brazilian patients.
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1. Introduction

Type 1 diabetes mellitus (T1D) is a complex multifactorial dis-
order where pancreatic insulin producer beta cells are immunolog-
ically destroyed through a genetic and environmental interplay [1].
Moreover, during the chronic disease evolution of T1D, some pa-
tients could develop other organ-specific autoimmune events
including the insurgence of autoimmune thyroiditis (AITD) and/
or celiac disease (CD) [2-4], suggesting a shared pathogenesis
pathway for these disorders.

The inflammatory pathway has an important role in the devel-
opment and complications of T1D [5]. In inflammations events,
several interleukins (ILs) could be produced in order to activate
specifics immune components and present itself as a potential fac-
tor in association to T1D pathogenesis [6-8].

The pro-inflammatory interleukin 18 (IL-18) is directly involved
in the innate and specific immune response, due to its ability to
activate monocytes, macrophages, natural killer (NK) and in syn-
ergy with IL-12, to promote Thl type response [8,9].
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Single nucleotide polymorphisms (SNPs) located at promoter
position —607 (dbSNP: rs1946518) and —137 (dbSNP: rs187238)
of 1L18 gene (11g22.2—q23.3), involved in the decrease of IL18
expression [10-12], have been studied and associated with the
development of T1D [11-13]. However, divergent results of associ-
ation have been found in different populations, being necessary
replications studies in  population with different genetic
background.

The aim of this work is to investigate the association between
IL18 promoter polymorphisms, namely-656 (dbSNP:rs1946519),
—607 (rs1946518) and —137 (rs187238), and T1D in a population
from Northeast of Brazil. This genetic association was never per-
formed in an admixture population, such the Brazilian one, addi-
tionally, we hypothesize that patient carrying the IL18 SNPs
possess a lower risk to the insurgence of AITD and/or CD in con-
comitance with T1D, since low levels of IL-18 could diminishthe
Thl response and the production of INF-C.

2. Materials and methods
2.1. Patients

T1D patients (n = 181) were enrolled and followed up at the
three major pediatric endocrinology centers of health public
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service from Recife, Brazil (Instituto de Medicina Integral Professor
Fernando Figueira, Hospital da Restauragcdo and Hospital das Clin-
icas — UFPE). The diagnosis of T1D followed the clinical criteria of
American Diabetes Association [14]. The mean age of T1D patients
was 13.2 years (SD £ 4.1), with 101/181 (56%) females, a gender ra-
tio equals to 1.26:1. The average age at the onset of T1D was
7.3 years (SD £3.4) and the mean duration of the disease was
5.9 years (SD + 3.8).

2.2. Autoimmune thyroid and celiac disease diagnosis

Antibodies to thyroperoxidase (Anti-TPO) diagnosis were per-
formed by chemio-luminescence (Immulite anti-TPO Ab, Diagnos-
tic products Co., Los Angeles, USA). Patients with positive anti-TPO
(titer exceeding 35 IU/ml, accordingly to manufacturer’s sugges-
tion) were considered as having AITD.

Anti-transglutaminase antibodies (anti-tTg) were determined
by using the ELISA Eu-tTG kit (Eurospital, Trieste, Italy) following
manufactures instructions. Patients presenting 10 AU (absorbance
units) for anti-tTg antibodies were considered positive and subse-
quently screened for the presence of HLA DQ2 and/or DQ8 HLA
haplotypes by using the Eu-DQ kit (Eurospital, Trieste, Italy). After
gluten-free diet in all CD patients, the tTG autoantibodies levels de-
clined, remaining under the cutoff value of 7 AU.

The frequency of AITD in the T1D patients (T1D + AIDT + DC-)
was 20.9% (38/181), the percentage of patients with CD
(T1D + AIDT—DC+) was 5.5% (10/181), while patients characterized
by both AITD and CD (T1D + AIDT + DC+) were 3.3% (6/181).

2.3. Healthy subjects

Healthy individuals from the same geographical region of pa-
tients group with no clinical evidence or family history of autoim-
mune diseases were included as control group. We enrolled 142
healthy subjects, mean age 21.4 years (SD + 2.4), 93/142 (65%) fe-
males, a gender ratio 1.89:1. In the choice of the control popula-
tion, the presence of any HLA possibly associated with celiac
disease, AIDT, T1D and a titer exceeding 35 IU/ml for anti-TPO,
10 AU for anti-tTg and 40 nU/ml for anti-lIAA were an exclusion
criterion.

A free and informed consent from each person responsible for
the patient and healthy individuals were obtained. The local ethical
committee (IMIP number 1717/2010) approved the study.

2.4. DNA extraction

Genomic DNA was extracted from peripheral whole blood using
the Wizard genomic DNA purification kit (Promega, Madison, MA)
according to the standard laboratory protocols.

2.5. SNP genotyping and haplotypes reconstruction

The SNPs —656 C/A (rs1946519), —607 G/T (rs1946518) and
—137 G/C (rs187238) located at promoter region of 1L18 gene were
genotyped using fluorescent allele-specific probes (TagMan®, Life)
with ABI-7500 Real-Time as platform. Linkage disequilibrium and
haplotypes were computed using the Arlequin software (version
3.1) and SNPstats (http://bioinfo.iconcologia.net/SNPstats).

2.6. Statistical analysis

Allele and genotype frequencies of 1L18 promoter SNPs were ob-
tained by direct counting. Fisher’s exact test was used to correlate
SNPs distribution and the increased susceptibility, clinical aspects
of TID and Hardy—Weinberg equilibrium were obtained using
the R program (2005; version 2.1.1; http://www.r-project.org/).

Kruskal Wallis test was used in the age at diagnoses analyses.
The power test analysis was performed through the G*Power (ver-
sion 3.1). Odds Ratio (OR) and 95% Confidence Intervals (Cl) were
also calculated. The p-values < 0.0015 was considered as statisti-
cally significant after Bonferroni correction for multiple tests.

3. Results

In this work we analyzed three functional polymorphisms,
—656 C/A, —607 G/T and —137 G/C, at promoter region of the
IL18 gene in 181 TI1D patients and 122 healthy subjects from the
metropolitan region of Recife (Brazil). SNPs allele and genotype
distribution are listed in Table 1. Genotype and allele SNPs fre-
quencies in the studied groups were in Hardy—-Weinberg
equilibrium.

Thirty-three analyses were done and six statistical differences
were found. However, after Bonferroni Multiple Test Correction
only two associations for the —137 SNP remained statistically sig-
nificant (p > 0.0015). The —137G allele was less frequent in healthy
subjects than in T1D +AITD-CD- (OR=1.82, p=0.0015;
95%Cl = 1.24-2.69) and when compared with all T1D + patients
(p = 0.0001; OR =1.96 95%Cl = 1.37-2.80). In addition, the —137G/
G genotype was also statistically less frequent in healthy individu-
als than in patients T1D + AITD—- CD- (p =0.0005 OR=4.55
95%Cl=1.77-12.9) and in T1D+ (p=0.00004 OR=5.00
95%Cl=2.13-12.4).

No association was found with the IL18 promoter polymor-
phism and the age at diagnosis of T1D.

Eight haplotypes were found in our population as showed in Ta-
ble 2. The haplotypes —656G/—607C/—-137G, —656T/—607A/—137C
and —656T/—607A/—137G represent more than 80% of all haplo-
types in the studied populations, the other five ones were rare.
All SNPs were in linkage disequilibrium (D'>0.8) in all groups,
excluding the —656 and —137 SNPs in the TD1 + AITD + DC + and
healthy groups (D' = 0.6).

The haplotype —656G/—607C/—137G and —656T/—607A/—137C
were differentially distributed in case subjected when compared
with healthy individuals (p < 0.0000007).

4. Discussions

T1D is an autoimmune disorder resulted by initial infiltration of
Thl and Th2 lymphocytes in pancreatic islet followed by progres-
sive destruction of beta-cells [15,16]. The predominance of Thl re-
sponse is widely associated with T1D onset due to a higher
production of interferon-C (INF-C) [17]. However, genetic studies
on INF-C listed some rare variants with low phenotypic impact
[18], suggesting other genetic approaches on the regulation of
INF-C production by the IL-18 pathway in synergy with IL-12. In
fact, 1L-18 was originally named as an INF-C-inducing factor with
a correlation between genetic SNP at promoter site of IL18 and
INF-C production and T1D development [10].

The —607A and —137C SNPs are known to down-regulate the
gene expression of IL18 at the transcriptional level by disrupting
the cAMP-responsive element-binding site and by changing the
HATF-1 nuclear factor binding at 1L18 promoter [10]. Both events
could influence, at least in part, the INF-C production.

In the present report, the allele —137G and genotype —137GG
were associated with the susceptibility to T1D. In addition, the
haplotype —656G/—607C/—137G was more frequent in case sub-
jects. Both results supported the hypothesis that lower levels of
IL-18 are protective to T1D onset. Several findings have been sup-
porting that increased levels of IL-18 are associated with the sus-
ceptibility to T1D. The plasma levels of IL-18 in T1D patients are
increased in subclinical stage and involved with disease
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Interleukin 18 polymorphisms genotypes and allele frequencies of diabetes mellitus type 1 patients stratified accordingto the insurgence of autoimmune thyroid (AITD) and

celiac disease (CD).

TiD + AITD + CD+ TiD + AITD + CD— TiD + AITD — CD+ TiD +AITD - CD— T1D+ Healthy
n=6 (%) n =38 (%) n=10 (%) n =127 (%) n =181 (%) n =122 (%)
-656 G 8 (67) 40 (53) 13 (65) 153 (60) 214 (59) 122 (50)
T 4 (33) 36 (47) 7 (35) 101 (40) 148 (41) 122 (50)
GIG 3 (50) 9 (24) 5 (50) 42 (33) 59 (33) 29 (24)
GIT 2 (33) 22 (58) 3 (30) 69 (54) 96 (53) 64 (52)
T 1(17) 7 (18) 2 (20) 16 (13) 26 (14) 29 (24)
-607 c 7 (58) 40 (53) 15 (75) 146 (57) 208 (57) 131 (54)
A 5 (42) 36 (47) 5 (25) 108 (43) 154 (43) 113 (46)
cic 2 (33) 9 (24) 6 (60) 39 (31) 56 (31) 34 (28)
cIA 3 (50) 22 (58) 3 (30) 68 (54) 96 (53) 63 (52)
AIA 1(17) 7 (18) 1 (10) 20 (16) 29 (16) 25 (20)
-137 G 8 (67) 55 (72) 18 (90) 178 (70) 259 (72) 137 (56)
c 4 (33) 21 (28) 2 (10) 76 (30) 103 (28) 107 (44)
GIG 3 (50) 19 (50) 8 (80) 59 (46) 89 (49) 40 (33)
GIC 2 (33) 17 (45) 2 (20) 60 (47) 81 (45) 57 (47)
cic 1(17) 2 (5) 0 (0) 8 (6) 11 (6) 25 (20)

Associations according to SNP position:

Comparison Associated allele

Associated genotype

—-656 TiD + AITD — CD- vs healthy T: p=0.02 OR = 0.66 95%CI = 0.45-0.95 T/T: p=0.02 OR =0.38 95%CI| = 0.16-0.88
TiD + vs healthy T: p =0.03 OR = 0.69 95%Cl = 0.49-0.97 T/T: p=0.02 OR = 0.44 95%Cl = 0.20-0.93
-137 TiD + AITD + CD- vs healthy G: p =0.01 OR =2.04 95%Cl =1.13-3.78 G/G: p =0.01 OR =5.83 95%Cl = 1.23-55.9
TiD + AITD — CD + vs healthy G: p =0.003 OR = 6.99 95%Cl = 1.61-63.5 G/G: p=0.017 OR =5.61 95%CI = 1.04-56.93
TiD + AIDT — CD- vs healthy G: p =0.0015 OR = 1.82 95%CI = 1.24-2.69 G/G: p =0.00051 OR =4.55 95%CI = 1.77-12.9
TiD + vs healthy G: p =0.00012 OR =1.96 95%CI| = 1.37-2.80 G/G: p =0.00004 OR =5.00 95%Cl =2.13-12.4
Table 2

The haplotype distribution of interleukin 18 polymorphisms, at -656/-607/-137 promoter position, in diabetes mellitus type 1 patients stratified according to the insurgence of

autoimmune thyroid (AITD) and celiac disease (CD).

Haplotypes TD1 + AITD + CD+ TD1 + AITD + CD— TD1 + AITD — CD+ TD1 + AITD — CD- TD1+ Healthy

n =12 (%) n =76 (%) n =20 (%) n =254 (%) n =362 (%) n =244 (%)
—656G/—607C—/-137G 7 (58.4) 37 (48.7) 13 (65) 140 (55) 195 (54) 95 (38.9)
—-656T/—607A/—-137C 3 (25) 20 (26.3) 2 (10) 61 (24) 87 (24) 84 (34.4)
—656T/—607A/-137G 1(8.3) 12 (15.8) 3 (15) 33 (13) 51 (14) 19 (7.8)
Rare haplotypes 1(8.3) 7(9.2) 2 (10) 20 (8) 29 (8) 46 (18.9)
Associations found:
Comparison Haplotype

—656T/—607A/—-137C —-656G/-607C/-137G

TiD + AITD — DC + vs healthy OR=1 p =0.01 OR =5.70 1C95%1.23-53.5
TiD + AITD — DC- vs healthy OR=1 p =0.0010 OR =2.02 IC95% 1.3-3.15
T1D + vs healthy OR=1 p =0.0005 OR =1.97 IC95% 1.31-2.97

progression [17,19]. Moreover, NOD mice with IL-18 deficiency
are protected of T1D progression, since they exhibit reduced
T cell turnover and fewer effectors T cell [11,20].

However, the contribution of genetic variation at IL18
promoter on T1D onset remains on debate. Kretowski et al. [11],
in a Polish population, described that the —137GC genotypes in
combination with —607AA gene was associated with
susceptibility to T1D, but noted an increase in the frequency of
—137C allele in T1D patients. In Chinese Han and Japanese
populations the —607C alleles and
—607CA genotype, respectively,
607C/

—137G were more frequently in T1D patients [12,13]. These
data are according with the present report.

In contrast, independent association studies performed in
Ira- nian, Czech and England populations did not find
association of IL18 promoter SNPs with the susceptibility to
T1D [21-24]. Moreover, a recent meta-analysis study of the
SNP —607 CA, using several autoimmune disorder, reported no
correlation with diabetes onset [25]. As well no association
was found with the insurgence of AITD and CD in TI1D

and the haplotypes -

patients, suggesting that the inflammatory pathway triggered
by IL-18 are not shared in these disorder.

The pathogenesis of autoimmune diabetes is complex and not
influenced only by genetic profile, but environmental factors
could play an important role. As Dong et al. [12] observed the
genetic pool diversity and different environmental conditions
might con- tribute to achieve opposite results in different
populations of 1L18 association.

In summary, our results showed an association of the —
137G SNP at promoter of IL18 with the susceptibility to develop
T1D in Brazilian patients. Brazilian individuals from Northeast
who carry this allele are more than 1.8 times more susceptible
to T1D onset (OR = 1.82 95%Cl = 1.24-2.69) and almost 2.0
times more if they carry the haplotype -656G/-607C/—
137G (OR=1.97 1C95%
1.31-2.97). However, those SNPs are not involved with the age
at T1D diagnose and the insurgence of AITD and/or CD in
concomitant with T1D patients. It is important to note that
after T1D patients’ subgrouping some subclasses remain very
small, presenting wide confidence intervals. The a priori power
test indicated that accord- ing to the SNP frequencies the



sample size in each subclass were reliable to ensure the
statistically significant results with power up to  95%.
However, further robust analysis must be performed to
increase the numbers of sample and diminish the effect of
sample size in order to expand the knowledge of IL18 variations
on T1D development and the insurgence of others autoimmune
disorders.
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