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RESUMO

O Diabetes Mellitus do tipo 1 (DM1) é uma doenca multifatorial, caracterizada pela
destruicdo autoimune das células B pancredticas. Além do Antigeno Leucocitario
Humano (HLA), varias regides ndo HLA foram descritas como importantes para o
desenvolvimento da doencga, principalmente as que possuem efeito sobre o sistema
imune. Dessa forma, este estudo objetivou avaliar a associacdo de polimorfismos de
base Unica (SNPs) do gene da Interleucina-10 (IL-10), bem como seus niveis de
expressado, na susceptibilidade ao DM1, correlacionar com o surgimento de doenca
celiaca (DC) e tireoidite autoimune (AITD), e com a idade de diagndstico, em
pacientes pernambucanos. Os SNPs estudados foram os rs1800896, rs1800871 e
rs1800872, todos funcionais e localizados na regido promotora do gene. Os ensaios
de expressdo e genotipagem foram realizados através de PCR em tempo real, com
sondas TagMan. O gene da IL 10 apresentou maiores niveis de expressdo nos
pacientes DM1 em relac@o aos controles (p-value = 0,02), assim como na faixa etaria
de 7 a 11 anos (p-value = 0,04), sendo mais expresso em pacientes com diagnostico
de DM1 mais precoce. Com relacdo aos SNPs, foi encontrada associacdo do
rs1800871 com o diagnoéstico tardio (p-value = 0,02). Nao foi encontrada associacao
dos SNPs com a susceptibilidade ao DM1 ou dessa desordem associado a AITD e
DC. Assim, esse estudo sugere a participacdo da IL-10 na patogénese da doenca,

contribuindo para o quadro inflamatério de insulite, caracteristico do DM1.

Palavras-chave: Autoimunidade. Diabetes mellitus tipo 1. Interleucina-10. SNPs.
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ABSTRACT

Type 1 diabetes (T1D) is a multifactorial disease, characterized by autoimmune
destruction of pancreatic insulin-producing B cells. Several non-HLA regions are
described as being important for the development of the disease, and studies of genes
in this region, especially having effect on the immune system, is being conducted.
Thus, this study aimed to evaluate the association of single nucleotide polymorphisms
(SNPs) of Interleukin-10 (IL-10) gene, as well as its expression levels, with the
development of T1D and other autoimmune diseases (celiac and autoimmune
thyroiditis) and correlate with onset of T1D in a population of Brazilian northeast. The
IL-10 SNPs studied were rs1800896, rs1800871 and rs1800872; all are functional and
located in the promoter region of the gene. The assay genotyping of SNPs and gene
expression was carried out by polymerase chain reaction (PCR) in real time, using
TagMan probes. The IL-10 gene was upregulated in T1D patients compared to controls
(p-value 0.02). The same was observed in the group with higher age of T1D onset (p-
value 0.04). Regarding to SNPs genotyping, it was found an association of rs1800871
with premature diagnosis (p-value 0.02). There was no association of SNPs with
susceptibility to T1D, or the T1D associated with AITD and CD. Thus, this study
suggests the involvement of IL-10 in the pathogenesis of the disease, contributing to

the discovery of biomarkers for risk of T1D in our population.

Keywords: Autoimmunity. Interleukin-10 I. Type 1 diabetes. SNPs



CAPITULO 1

1.1 Introducéo

O Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1) é uma doenca autoimune, multifatorial, 6rgao-
especifica, desencadeada por fatores genéticos e ambientais, especialmente
infecgbes (TODD,2010). Caracteriza-se pela destruicdo das células beta (B) do
pancreas com consequente deficiéncia de insulina. (BLUESTONE J. A; HEROLD K;
EISENBARTH G.,2010; STECK; REWERS, 2011). O componente genético no DM1 é
muito forte, provaveis genes de susceptibilidade ja foram mapeados em cerca de 60
loci. Contudo, como a perda da autotolerdncia acontece ainda ndo esti
completamente elucidada (BAKAY; PANDEY; HAKONARSON, 2014).

O DML1 representa 5% a 10% dos casos de diabetes, sendo uma das doencas
crbnicas mais comuns em criancas e adolescentes (STECK; REWERS, 2011). Dados
indicam que a incidéncia do DM1 cresce em torno de 3% ao ano, em todo o mundo. A
incidéncia é maior na Europa e nos Estados Unidos (EUA) (ADA, 2014).

A incidéncia de DM1 mostra acentuada variacdo geografica, apresentando
taxas de 38,4 na Finlandia, 7,6 no Brasil e 0,5 na Coreia, para cada 100 mil individuos
menores de 15 anos. Atualmente, sabe-se que a incidéncia de DM1 vem aumentando,
particularmente, na populacdo infanti com menos de 5 anos de idade (SBD, 2014).
Esse aumento na incidéncia do DM1 pode ser explicado pelo carater multifatorial da
doenca e diversas teorias associam a exposicdo dos individuos aos fatores
diabetogénicos como virus, deficiéncia de vitamina D, leite de vaca (EGRO, 2013).

E importante enfatizar que o ponto critco do DM1 consiste no processo
cumulativo da autoimunidade, uma vez que o ataque as células B do péncreas
continua acontecendo mesmo com a reposi¢cao da insulina. Esse quadro cumulativo
pode promover a insurgéncia de outras doencas autoimunes, como a Tireoidite
Autoimune (AITD), a Doenca Celiaca (DC), a Doenca de Addison e a Sindrome
Poliglandular (APS) (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008).

Os linfocitos T CD4+ podem se diferenciar em diversos tipos celulares
secretando diferentes citocinas, as quais apresentam papel crucial ha patogénese do
DML1. Estas citocinas podem apresentar acdo pro-inflamatéria, como fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) e interleucina 1 (IL-1), ou anti-inflamatéria, como a interleucina 4
(IL-4). No entanto, apesar do mecanismo pelo qual essas citocinas atuam nha

patogénese do DM1 nédo estar completamente elucidado, sabe-se que ocorre um



desequilibrio entre as respostas imunoldgicas Thl, Th2 e Thl7 (ROITT; DELVES,
2004).

A IL-10 é uma citocina do grupo Th2 dita pleiotrépica, pois, além de apresentar
uma acao na regulacdo negativa nas respostas mediadas por células e na resposta
inflamatéria, sendo assim uma potente mediadora anti-inflamatéria, pode também se
comportar como uma citocina pré-inflamatéria. E importante ressaltar que o grupo Th2
induz componentes da imunidade anti-células B, principalmente, através da acédo
promovida pela IL-10 (NG et al., 2013). Foram encontrados dados contraditorios sobre
o papel da IL-10 na insulite, quadro inflamatério caracteristico do DM1 (SAXENA et al.,
2014).

O gene IL10 possui varias regides polimorficas, entre elas, encontram-se trés
polimorfismos de Unica base (SNPs), localizados na regido promotora do gene nas
posicdes (-A1082G) IL-10 (rs1800896), (-C819T) IL-10 (rs1800871) e (-A592C) IL-10
(rs1800872) (Pubmed) e possivelmente estes SNPs sdo responsaveis pelas
diferencgas dos niveis de IL-10 entre os individuos (IDE et al., 2002).

Foi hipotetizado que 0 aumento na expressdo da IL-10 acelera o processo de
insulite e este aumento est4 associado a presenca dos SNPs.

Assim, novos estudos sdo necessarios para esclarecer o papel da IL-10 no
DM1, pois a busca por marcadores de suscetibilidade genética associada a doenca
mostra-se relevante, na medida em que podem indicar grupos de risco e permitir
intervencao precoce, minimizando ou evitando os prejuizos causados pela doenca, ja
gque o DMLl traz problemas sociais, econémicos, fisicos e psicolégicos para 0s
portadores da patologia, levando a distibios de autoimagem, inseguranca, medo, uma
dieta com restricdes, internamentos, além da exigéncia da adesdo ao tratamento de
criancas e adolescentes. Desta forma, ha evidéncia que essa doenca merece especial
cuidado no sentido de uma deteccdo precoce, dos individuos susceptiveis, para que

haja possibilidade de intervencéao profilatica nos mesmos.



1.2 Objetivos

1.2.1. Objetivo geral

Avaliar a associagdo entre trés polimorfismos localizados na regido promotora
do gene da IL-10 e a susceptibilidade ao DM1, relacionando com o surgimento de
doenca celiaca e tireoidite autoimune, com a idade do diagnéstico e os niveis de

expressao dessa citocina em uma populacdo pernambucana.
1.2.2. Objetivos especificos

e Comparar as frequéncias alélicas, genotipicas e haplétipicas dos polimorfismos
funcionais (-A1082G) IL-10 (rs1800896), (-C819T) IL-10 (rs1800871), and (-
A592C) IL-10 (rs1800872) em pacientes com DM1 e individuos controles;

e Avaliar se h4 associacao desses polimorfismos com a susceptibilidade ao DM1;

e Avaliar se ha associagdo desses polimorfismos com a susceptibilidade de
insurgéncia de doencga celiaca e tireoidite autoimune nos pacientes com DM1;

e Avaliar a associacdo dos SNPs com a idade de diagnostico do DM1,;

e Avaliar a associacdo dos niveis de expressédo da IL-10 com o desenvolvimento
do DM1, os SNPs e idade de diagnéstico;



1.3 Revisao da Literatura

1.3.1 Diabetes Mellitus

O Diabetes mellitus (DM) € uma doenca metabdlica crénica, com morbidade e
mortalidade significativa, caracterizada pela presenca de hiperglicemia. Véarios
processos patogénicos estdo envolvidos no desenvolvimento do diabetes, desde a
destruicdo autoimune das células B do pancreas, com consequente deficiéncia de
insulina para anormalidades que resultam da resisténcia a acdo da
insulina(THROWER; BINGLEY, 2014).

Os sintomas de hiperglicemia incluem polidria, polidipsia, perda de peso,
polifagia e visdo turva. A hiperglicemia cronica e a desregulacdo metabodlica podem
estar associadas a disfuncdo em varios 6rgdos, especialmente, rins, olhos, nervos,
coracdo e vasos sanguineos, além de déficit no crescimento e susceptibilidade a
infeccdes. (ADA, 2014).

As complicacdes agudas do diabetes incluem hipoglicemia, cetoacidose
diabética e a Sindrome Hiperosmolar ndo cetoética. As complicagdes crbnicas séo
retinopatia com potencial perda da visdo, nefropatia levando a insuficiéncia renal,
neuropatia periférica, com risco de Ulceras e amputacbes nos pés (ATKINSON;
EISENBARTH; MICHEL, 2014). Os pacientes com diabetes apresentam um aumento
na incidéncia de Doenca Arterial Coronariana (DAC) e Acidente Vascular Encefalico
(AVE), hipertensdo e anormalidades do metabolismo de lipoproteinas (CANIVELL;
GOMIS, 2014).

Atualmente, mais de 387 milhdes de pessoas no mundo tém diabetes; 4.9
milhGes de pessoas foram a 6bito devido as causas relacionadas ao diabetes (SBD,
2014) e a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que o diabetes seja a sétima
principal causa de morte em 2030 e que mais de 80% das mortes por essa doenca
ocorrem em paises de baixa e média renda (OMS, 2012). No Brasil, cerca de 11,6
milhdes de brasileiros tém diabetes. (SBD, 2014).

De acordo com a OMS e a Associacdo Americana de Diabetes (ADA)
classificam o diabetes mellitus em gquatro classes clinicas: DM tipo 1 (DM1), DM tipo 2
(DM2), outros tipos especificos de DM e DM gestacional.

O DML1 é o resultado da destruicao de células B pancreaticas com consequente
deficiéncia de insulina. O DM2 representa 90% a 95% dos casos de DM e a grande

maioria apresenta sobrepeso ou obesidade. E causado por uma combinacdo de



resisténcia periférica a agdo da insulina e uma resposta secretoria inadequada das
células B pancreaticas (MAITRA et al, 2010). O DM gestacional trata-se de qualquer
intolerancia a glicose, de magnitude variavel, com inicio ou diagnoéstico durante a
gestacdo (ADA, 2014).

Outros grupos especificos de DM sédo formas menos comuns de DM cujos
defeitos ou processos causadores podem ser identificados. A apresentacdo clinica
desse grupo € bastante variada e depende da alteragcdo de base. Estdo incluidos
nessa categoria defeitos genéticos na funcdo das células B, defeitos genéticos na
acao da insulina, doencas do pancreas exocrino, endocrinopatias, agentes quimicos e
infeccdes (OMS, 2012).

1.3.2 Diabetes Mellitus Tipo |

O DM1 é uma doenga metabdlica, multifatorial, 6rgédo-especifica, resultante da
interacdo de fatores genéticos e ambientais (principalmente infec¢des), com
componente genético muito forte (BAKAY; PANDEY, 2014). Caracteriza-se pela
destruicao das células B-pancreatricas, levando a hiperglicemia pela falta de producao
da insulina, sendo necesséaria a reposicdo exdgena permanente deste horménio
(BLUESTONE et al., 2010; KAWASAKI, 2014).

A ADA propds uma classificacdo etiolégica do diabetes mellitus tipo 1, com
diabetes tipo 1A (DM1A) representando o diabetes imuno-mediado, e tipo 1B (DM1B)
uma forma idiopatica quando nao héa evidéncias do processo autoimune. No DM1A, a
taxa de destruicdo das células B é variavel, sendo, em geral, mais rapida entre as
criancas. A forma lentamente progressiva ocorre em adultos, sendo referida como
diabetes autoimune latente do adulto (LADA, do inglés, latent autoimmune diabetes in
adults) (CERNEA et al., 2009; SBD, 2014).

O DM1 é uma desordem autoimune e os marcadores de autoimunidade sédo os
autoanticorpos anti-insulina (IAA), antidescarboxilase do &cido glutamico (GAD),
antitirosina-fosfatases (IA2 e I|A2B) e antitransportador de zinco (Znt). Esses
anticorpos podem estar presentes meses ou anos antes do diagndstico clinico, ou
seja, na fase pré-clinica da doenca, e em até 90% dos individuos quando se detecta
hiperglicemia (DIB, 2008; SDB, 2014).



1.3.2.1 DM1: Epidemiologia

O DM1 é uma das doencas crbnicas mais comuns no periodo da infancia,
acometendo aproximadamente 2/3 de todos os casos de diabetes em crianca,
representa 5% a 10% dos casos de diabetes (ADA, 2014).

Dados referentes a incidéncia do DM1 na infancia sdo muito limitados, porém
grandes projetos como Diabetes Mondiale (DIAMOND) e Diabetes Europa
(EURODIAB) indicam que, numa base anual, o0 aumento global seja de cerca de 3%.
Estes estudos tém demonstrado aumento das taxas de incidéncia de DM1 ao longo do
tempo, com grande heterogeneidade geografica (FORLENZA; REWERS, 2011).

A incidéncia do DM1 varia de 0,1 por 100.000 habitantes, em paises como
China e Venezuela, a aproximadamente 41 por 100.000 habitantes por ano, na
Finlandia, em criancas com idade inferior a 15 anos (FORGA; GONI, 2014).

As tendéncias estimadas para as regides do Internacional Diabetes Federation
(IDF) apresentaram aumentos estatisticamente significativos em todo o mundo. A
tabela 1.1 mostra o nimero de criancas de 0-14 anos com DM1 e o nimero de novos
casos diagnosticados por ano nas regides IDF. A Europa tem o maior nimero de
criancas com DM1 em comparag¢do com as outras regides da IDF, cerca de 129.300. A
regido também tem uma das mais altas taxas de incidéncia da doenca em criancas,
com 20 mil novos casos por ano. Os paises que mais contribuem com 0s ndmeros
globais de DM1 em pessoas jovens sdo o0 Reino Unido, Russia e Alemanha (IDF,
2013).

H& uma estimativa de 108.600 criancas com DM1 na América do Norte e Caribe.
Os EUA séo responsaveis por cerca de 80% do numero total de novos casos da
doenca em criancas, seguido pelo Canada. Estima-se que 7.300 criancas
desenvolveram DM1, em 2013, em regides da América do Sul e Central, totalizando
45.600 criangas com idade inferior a 15 anos com a doenca. Desse total da América
do Sul e Central, cerca de 31.100 criangas vivem no Brasil (IDF, 2013).

A Regido do Sudeste da Asia tem uma das mais altas estimativas de prevaléncia
de DM1 em criancas, com 77.900 afetados. Em 2013, estima-se que 12.600 criancas
com menos de 15 anos de idade na regido desenvolveram a doenca sendo a india
responséavel pela maioria dos casos (IDF, 2013).

Estima-se que 32.500 criancas com idade inferior a 15 anos na Regido do
Pacifico Ocidental ttm DM1, a maior contribuicdo vem das Filipinas (7.900), seguido
de perto pela China (7.700). Na regido da Africa, criangas com DM1 muitas vezes n&o

sdo diagnosticadas, este fato pode explicar a baixa prevaléncia da doenca na regiéo.



Tabela 1.1: Namero estimado de criancas (0-14 anos) com DM1 nas regides do IDF em 2013.

Regibes IDF Numero de criancas com NuUmero de novos casos de
DM1 (mil) DM1 diagnosticados por ano
(mil)
Africa 39.1 6.4
Europa 1294 20.0
America do Norte e Caribe 108.6 16.7
America do Sul e Central 45.6 7.3
Sudeste da Asia 77.9 125
Pacifico Ocidental 32.5 5.3

Fonte: Adaptado de IDF Diabetes Atlas, 6 ed.

Atualmente sdo estimados cinco milhdes de diabéticos do tipo 1 no Brasil e,
destes, cerca de 300 mil s&o menores de 15 anos (NASCIMENTO et al., 2011). Em um
estudo realizado por Negrato et al. (2010), no Brasil, entre os anos de 1986 e 2006,
foi encontrada uma incidéncia geral de 10,4 casos de DM1/100.000 habitantes,
variando de 2,82/100.000 habitantes em 1987 a 18,49/100.000 habitantes em 2002,
representando, assim, um aumento de 6,56 vezes na incidéncia do DM1 na populacéo

brasileira.
1.3.2.2 Fatores Ambientais

Apesar de ser fortemente influenciada por fatores genéticos, estudos mostram
gue um padrao simples de heran¢a ndo esclarece a patogénese do DM1, por isso é
considerado uma doenca multifatorial (NOKOFF; REWERS, 2013).

Pesquisa envolvendo agregacado familiar precoce e estudos com gémeos
evidenciaram que as taxas de concordancia entre a quantidade de gémeos
monozigoticos é de 30% a 50%, enquanto que entre gémeos dizigbticos é de 6% a
10% e, 85% dos novos casos de DM1 aparecem em individuos sem histérico familiar
conhecido para a doenca. Filhos de maes DM1 apresentam um risco de 2% de
desenvolver DM1 (REGNELL; LERMARK, 2013). Estudos tém mostrado que ha
diferengas regionais na incidéncia de diabetes que n&do estdo relacionados com a
composicao étnica da populacao (FORLENZA; REWERS, 2011). Estes dados revelam
a grande contribuicdo do componente ambiental no desenvolvimento da doenca
(BELLE, VAN et al., 2011).

Varias hipbteses tém sido propostas para explicar a contribuicdo de fatores
ambientais na patogénese do DM1 em todo o mundo, entre estes estdo os papéis de
infec¢bes, influéncias dietéticas, poluentes, o ambiente pré-natal, a variacdo na flora
intestinal, exposicdo de vitamina D, localizacdo geogréafica e obesidade (FORGA,;
GONI, 2014; REGNELL; LERNMARK, 2013).



Os principais agentes virais responsaveis pelas manifestagfes anteriores ao
processo de autoimunidade sdo o0s enterovirus e o0s rotavirus. Aparentemente,
promovem a citllise direta das células B na inflamagao (FILIPPI; VON HERRATH,
2008; COPPIETERS et al., 2012). Um estudo recente tem investigado o papel do
enterovirus humano como gatilho para autoimunidade do DM1. Este estudo descobriu
que ocorre progressao da destruicdo das células B apds infeccdo por enterovirus
(FORGA; GONI, 2014).

Algumas substancias também podem perturbar respostas fisioldgicas locais do
sistema imune em diferentes condi¢bes, considerados como fatores ambientais
casuais (BELLE, VAN et al., 2011). A introducdo precoce de leite da vaca, em
particular o seu componente albumina, no periodo gestacional, neonatal e na infancia
€ considerado como fator predisponente da autoimunidade das ilhotas (VIRTANEN et
al., 2000; VAARALA, 2002).

Similar, mas nao proporcionalmente, a ingestao precoce de proteinas do trigo,
mais especificamente o glaten, pode influenciar o inicio da autoimunidade, nesse caso
seria relacionado a criangas sensiveis ao glaten. Outro componente importante de
destacar sédo as propriedades protetoras das vitaminas A e D em portadores de DM1,
gue inibem a diferenciacdo de células dendriticas e ativacao imune (LITTORIN et al.,
2006).

Por fim, a "hip6tese da higiene" atribui 0 aumento da incidéncia de doenca
autoimune, em geral, a uma estimulag&o reduzida ou alterada do sistema imunitario
por fatores ambientais. Um estudo nos EUA tem investigado a incidéncia de DM1 em
diferentes grupos socioecondmicos e constataram uma maior incidéncia da doenca em

grupos socioecondmicos mais elevados (DRESCHER et al., 2014).

1.3.2.3 Patogénese do DM1

A patogénese do DM1 ndo esta completamente elucidada. Sabe-se que o
individuo é geneticamente susceptivel e agentes ambientais (ainda n&o definidos)
funcionam como gatilho para o inicio do processo de destruicdo imunomediado das
células 3. Com o tempo, a autoimunidade leva a perda ostensiva de células-f e ao
gquadro de diabetes (PUGLIESE, 2013).

A destruicdo das células B é através de resposta imune celular. As células T se
infiltram nas ilhotas num processo denominado insulite. Analises imunohistoquimicas
de tecido pancreatico revelam que os primeiros tipos celulares a infiltrarem as ilhotas
de Langerhans séo as células dendriticas e os macréfagos promovendo o quadro de
insulite (Figura 1.1) (THROWER; BINGLEY, 2014).



Os outros tipos de células presentes nas ilhotas sdo poupados da destruicao,
entretanto, devido ao maior nimero de células 3, pode ser visualizada uma atrofia das
ilhotas nos pacientes DM1 (BALDA; PACHECO-SILVA, 1999).

O mecanismo subjacente ao inicio e progressdo do DM1 ndo estd bem
compreendido, no entanto, estudos epidemiolégicos fornecem evidéncias sugestivas
de que o processo de destruicao das células B pancreaticas inclui a ativacao de
células T autorreativas, secundaria a um encontro com um patégeno por epitopos
compartilhados, ou de reacdo cruzada com antigenos préprios, ou seja, 0 mimetismo
molecular, talvez porque alguns antigenos virais sejam geneticamente semelhantes
aos antigenos das células-B (PHARM et al, 2013; ATHINSON; EISENBARTH,;
MICHELS, 2013).

No processo de autoimunidade, linfécitos T CD4+ sdo ativados por antigenos de
células B e células apresentadoras de antigeno. Estas células ativadas secretam
varias citocinas, cuja principal acdo é promover a ativagao e a proliferacao de linfécitos
T CD8+ citotéxicos (LTC) e de outras células, incluindo linfécitos B e macréfagos, que
infiltram nas ilhotas de Langerhans e comegam o ataque as células B (BALDA,;
PACHECO-SILVA, 1999; THOWER; BINGLEY, 2014).

A liberagdo de citocinas pré-inflamatérias, como o fator de necrose tumoral a
(TNF-a), interferon-gama (IFN-y) e interleucina1 B (IL-1B) por células apresentadoras
de antigeno e células T, conduz a destruicdo das células B culminando com a falta de
producdo da insulina e aparecimento do diabetes clinico (BLUESTONE; HEROLD;
EISENBARTH, 2010).

Figura 1.1: Corte histolégico demonstrando o quadro de insulite: infiltrado de células
mononucleares: macrofagos e linfécitos T CD4+ e CD8+ nas ilhotas do péncreas.
Fonte: Adaptado de Thrower; Bingley, 2014.
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1.3.2.4 Fatores Genéticos associados ao DM1

Como relatado anteriormente, por ter um componente genético muito forte,
diversos estudos vém estabelecendo a importancia do genoma humano no
desenvolvimento do DM1, dentre esses se destaca o Consorcio Genético de Diabetes
Tipo 1 (TIDGC — do inglés type 1 diabetes Genetics Consortium), finalizado em 2010
(NOBLE; ERLICH, 2012). Tal consorcio foi uma colaboracao internacional concebida
para identificar loci genéticos que podem contribuir para um risco aumentado ao DM1.

O primeiro relato de uma associacdo genética para o DM1 foi com a regido do
Antigeno Leucocitario Humano (HLA), descrita em 1973 por Singal e Blajchman. Para
comprovar a importancia do componente genético nessa desordem, ja foi realizado
estudo com pacientes DM1 e familiares (NOBLE; ERLICH, 2012). E foi verificado que
esses individuos apresentam um risco de desenvolver o DM1 cerca de 20 vezes maior
que na populacdo no geral, demonstrando, assim, a importédncia do componente
genético na susceptibilidade a doenca (STECK; REWERS, 2011).

O HLA tem uma variabilidade alélica muito grande e fornece cerca de 60% de
contribuicdo para a susceptibilidade genética global do DM1. Existem trés classes de
genes HLA: DQ, DR, DC. O Complexo Principal de Histocompatilibidade (MHC) classe
Il DR3 e DR4 conferem maior risco a doenca. Por outro lado, o alelo de classe II,
DQB1 * 0602, em desequilibrio de ligacdo com o DR2, est4 associado com a protecao
do desenvolvimento de DM1 e é encontrado em <1% dos pacientes com DM1
(GROOP; POCIOT, 2014). Além dos genes HLA de classe IlI, os genes ndo-HLA
também conferem risco genético para o DM1. A partir de estudos de genes candidatos
foram estabelecidos mais de 40 genes ndo HLA como marcadores de suceptibilidade
ao DM1.

Outras regides ndo-HLA que estdo associadas ao surgimento da doenca

podem ser vistas na figura 1.2.
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Figura 1.2: Representagdo do risco relatvo de Genes ndo-HLA para o
desenvolvimento de Diabetes tipol. Fonte: Adaptado de Todd, 2010.

O tirosino fosfatase néo receptor tipo 22 (linféide) (PTPN22), que influencia a
sinalizacdo do receptor de células T, € identificado como influéncia de risco ao
diabetes (TOOD, 2010). Outro gene que possui polimorfismos associados com a
regulagéo das células T é o antigeno-4 associado a linfocitos T citotoxicos (CTLA-4), e
alguns estudos apontam com o menor risco genético influenciando o DM1 (FIFE et al,
2006; BELLE, VAN et al., 2011).

VariacGes alélicas no gene do Receptor da Interleucina -2 a (IL2Ra) representa
outra regido associada e esse receptor € um elemento essencial apds ativacdo das
Células T (LISA et al.,, 2009). Outro receptor importante € o Receptor da IL- 4, que
medeia a resposta inflamatoria autoimune participando da diferenciacdo dos linfécitos
Th naive, (FLOREZ et al., 2011).

Ao longo da ultima 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 nao HLA classico, que pode ter influéncia sobre a desordem



12

autoimune, como o caso do HLA-G. Embora os mecanismos regulatérios que se
destinam a autoimunidade das células B estejam estabelecidos, ainda n&o estdo
completamente esclarecidos. Importantes fatores genéticos, como o genoétipo do HLA
classe Il e gene da insulina aumentam a probabilidade de iniciar a processo autoimune
nas células B, enquanto que os genes nao-HLA afetam a evolucdo da patogénese, no
percurso da autoimunidade (LEMPAINEN; ILONEN, 2012).

A maioria desses loci aparenta ter efeitos sobre o sistema imune,
particularmente sobre as células T (STECK; REWERS, 2011). Como exemplo destes
genes pode-se citar 0 INS, PTPN22, CTLA4, e IL2Ra que possuem maior associacao
com o desenvolvimento de DM1, podendo conferir tanto risco quanto protecéo. Eles
sdo essenciais para compreensdo da patogénese da doenca (LEMPAINEN; ILONEN,
2012; NOKOFF ; REWERS, 2013; TAVARES et al., 2013; SIMMONS; MICHELS,
2014).

HLA Classe li e |
L4, 12, IL4R, Pré-pro-insulina
IL2RA,
PTPNZ22

HLA
mgtz;;, @ L

~ Reconhecimento MHC classe |

destruigio das células B INF fpo |
‘(V(E‘ © OQ
Célula apresentadora de antigeno Células iniectadas por vius

{Céiula dendriica, macrofago, Célula B)

Figura 1.3: Modelo de patogénese do DM1 com base genética, no qual sé&o
apresentados genes que codificam MHC de classe Il, |, | (ndo-classico), células apresentadoras
de antigenos, pré-pro-insulina (INS) no timo, em células Treg e citocinas. Também é
apresentada a influéncia de infeccdes virais, e producéo e efeitos do Interferon tipo 1 (INF1),
além das principais células imunoldgicas (Células TCD4+, T CD8+, Treg e células B) atuando

em conjunto na destruicdo das células 3 do pancreas. Adaptado de Tood, 2010.



13

1.3.2.5 DM1: Diagndstico e Tratamento

O diagnéstico clinico do DM1 € realizado através da associacdo dos sinais e
sintomas caracteristicos da patologia, como a polidipsia, poliaria, perda de peso e
sonoléncia em conjunto com os valores da glicemia. (VAN BELLE et al., 2011; ADA,
2014).

Segundo a ADA, a glicemia aleat6ria > 200 mg/dl ou glicemia de jejum > 126
mg/dl (confirmada em duas ocasifes) ou, ainda, uma glicemia > 200 mg/dl apds teste
de tolerancia a glicose (75 g ou 1,75 g/kg de peso em crianc¢as), hemoglobina glicada
acima de 6,5% sao caracteristicas dos pacientes com DM1 (SILVA et al., 2008; ADA,
2014).

A medicdo dos auto-anticorpos é a forma mais adequada para distinguir o tipo
de diabetes (SIMMONS; MICHEL, 2014). Os autoanticorpos estdo presentes em 85%
a 90% dos individuos DM1 quando a hiperglicemia é detectada e também podem ser
utilizados como marcadores de diagndstico (BALDA; PACHECO-SILVA, 1999). Os
primeiros anticorpos descritos em associacdo com DM1 foram os anticorpos anti-ilhota
pancreética (ICA), em seguida os anticorpos anti-insulina (IAA), antidescarboxilase do
acido glutamico (GAD), antitirosina fosfatase (IA2) e, posteriormente, o0
antitransportador de zinco (HOFFMAN, 2004; MALLONE et al, 2011). Esses
anticorpos podem estar presentes ha anos, as vezes ja na primeira fase da infancia,
antes do aparecimento clinico da hiperglicemia persistente. A presenga de multiplos
autoanticorpos é altamente preditiva para o desenvolvimento do DM1 (BOLLI, 2006;
HOFFMAN, 2004).

Por ser uma doenca crbnica silenciosa, geralmente, no momento do
diagnéstico do DM1 restam apenas 10% das células B e, com o passar do tempo,
essas se tornam praticamente ausentes (DA SILVA, et al., 2008).

Em alguns casos, principalmente em lactentes e criangas pequenas, 0
diagndstico inicial é feito com o quadro de cetoacidose diabética. No DM1 h& pouca ou
nenhuma secrecdo de insulina e isso pode ser detectado com niveis baixos ou
indetectaveis de peptideo-C (DA SILVA, et al., 2008).

O DM1 ainda ndo apresenta cura e ndo existe um tratamento preventivo ou
terapéutico eficaz para impedir, ou minimizar, o processo acumulativo autoimune no
paciente. A base do tratamento para DM1 é a administracdo subcutanea de insulina e
controle da glicemia, através de automonitorizacdo com glicosimetro de 4 a 6 vezes
por dia (SBD, 2014).

Avancos tecnoldgicos proporcionam aos pacientes o uso da terapia com

bomba de infusdo continua de insulina subcutanea (CSIl) que tem efeito na reducéo
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da taxa de eventos hipoglicémicos em 70%. Esses avangos também permitiram a
criacdo de um sistema de monitorizagdo continua de glicose (CGM). Com o CGM, um
sensor subcutaneo € inserido e a glicose no sangue intersticial € medida
continuamente. Uma quantidade significativa de pesquisa é focada na criacdo de um
sistema de circuito fechado, que combine dados CGM com algoritmos para fornecer
automaticamente insulina a partir de uma bomba de insulina, que funcionaria
autonomamente como um pancreas artificial (ATKINSON; EISENBARTH; MICHELS,
2014).

Além do tratamento realizado com as inje¢des de insulina, estudos apontam
um possivel tratamento através de pilulas com doses baixas de insulina (SKYLER et
al., 2005), assim, com o recebimento de um anticorpo monoclonal anti-CD3 que age
mantendo a fung¢do das células B, o paciente ficaria por mais de ano sem alteracfes
(KEYMEULEN et al., 2005, 2010).

O controle glicémico e o pressérico sdo importantes para evitar o
desenvolvimento de complicagBes cronicas do DM. E necessario o acompanhamento
do perfil lipidico para prevencdo de complicagdes microvasculares e macrovasculares
(SKYLER et al 2005)

Outra opcdo de tratamento € o transplante do pancreas que apesar de, nos
Gltimos anos, ser uma abordagem terapéutica bem sucedida (BURKE; CIANCIO;
SOLLINGER, 2004; EGIDI, 2005), como todo transplante de o6rgdos, a
imunossupressao é ao longo da vida e os doadores séo escassos (GILLESPIE, 2006),
dificultando, assim, a realizacao desse tipo de procedimento. Uma forma alternativa é
a injegdo 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 é

atualmente limitado pela disponibilidade de doadores de ilhotas (RYAN et al., 2005).

1.3.2.6 DML1 e outras doencgas autoimunes

A autoimunidade dos pacientes com DM1 é um processo acumulativo, pois o
tratamento atual realizado com a insulina ndo impede o processo autoimune, sendo
assim, os linfécitos continuam atacando as células produtoras de insulina. Em adigéo,
esse quadro, possivelmente, promove o surgimento de outras doencas autoimunes,
sendo um fato ja confirmado pelo aumento na frequéncia, por exemplo, da doenca
celiaca em individuos portando o DM1 (COHN et al., 2014).

De fato, um em cada trés pacientes portadores do DM1 néo limita o ataque

autoimune as células B. Portanto, € comum que esses pacientes apresentem a
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chamada Sindrome Poliendécrina Autoimune (APS), que sdo caracterizadas por
insuficiéncia funcional de varios 6rgados enddcrinos, secundarias a um processo
destrutivo imunologicamente mediado (ANDERSON, 2008).

As APS sao divididas em tipo I, Il e Ill de acordo com a idade de ocorréncia da
endocrinopatia, modelo de hereditariedade e relacionamento com o complexo HLA
(ROJAS-VILLARRAGA et al.,2013).

A APS tipo | é caracterizada pela triade classica de candidiase mucocutanea
(90-100%), hipoparatiroidismo (80-85%) e doenca de Addison (70-75%) que aparecem
em uma ordem cronolégica. Para o diagndstico, pelo menos, dois dos trés principais
componentes devem estar presentes. Ja a APS tipo Il é caracterizada pela presenca
da doencga de Addison (100%), em associagdo com as doengas autoimunes da tiredide
e/ou DM1. E o tipo mais comum encontrado clinicamente (ANAYA; ROJAS-
VILLARRAGA; CARRASCO, 2012).

Ja a APS tipo Il mostra uma associagéo direta de doencga autoimune da tirdide
(tireoidite de Hashimoto, doenga de Graves) e DM1 e encontra-se na auséncia da
doenca de Addison. E uma condi¢cdo muito rara e a prevaléncia mundial exata do APS
tipo Il € desconhecida. (EISENBARTH, 2004; HANSEN; KAHALY, 2013).

Dos portadores de DM1, cerca de 15-30% apresentam a doenca autoimune da
tireoide (Hashimoto ou Doenca de Graves) e cerca de 4 a 9% irdo desenvolver a
Doenca Celiaca, além de poderem apresentar a anemia perniciosa (5-10%), doenca
de Addison (0,5%) e, em torno de 2-10% manifestar o vitiligo. Tais indicios sugerem
que essas doencas possam compartilhar vias patogénicas similares (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2008; QUEIROZ, 2008).

A presenca de outras doencas autoimunes em pacientes com DM1 tem sido
associada com o aumento da morbidade e mortalidade. Dessa forma, a deteccao
precoce de anticorpos e disfuncao especifica do 6rgao latente é defendida para alertar
os médicos para tomar as medidas adequadas a fim de prevenir 0 avanco da doenca
(ANAYA et al., 2012; ROJAS-VILLARRAGA et al., 2012).

1.3.3. Sistema Imune

O sistema imunoldgico € um conjunto de varios mecanismos de defesa que
estdo interligados e possuem a capacidade de estabelecer imunidade contra as
infeccbes (ROITT; DELVES, 2004). Essa defesa é mediada pelas reacfes iniciais da
imunidade natural e as respostas tardias da imunidade adquirida (ABBAS, et al.,
2008).
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A imunidade natural, também chamada de imunidade inata ou nativa faz parte
da linha de defesa inicial contra inUmeros microrganismos, consistindo em uma série
de mecanismos de defesa celulares e bioquimicos pré-existentes antes do
estabelecimento da infeccao e sdo programados para responder de forma rapida aos
patégenos. Essas respostas ocorrem da mesma maneira a repetidas infeccfes, sendo
assim, sao caracterizadas como respostas inespecificas (KINDT; GOLDSBY;
OSBORNE, 2008).

Os principais constituintes da imunidade inata sdo as barreiras fisicas e
guimicas, como os epitélios, com sua superficie lipofilica impedindo a entrada de
microrganismos; as secrecbes mucosas, impedindo a aderéncia de patdégenos as
superficies epiteliais; as secre¢cbes corporeas com atividade bactericida (lisozima e
suco gastrico); o sistema complemento, citocinas e mediadores inflamatérios; além
das células fagocitarias (macréfagos e neutrofilos) e células natural killer (NK) (ROITT;
DELVES, 2004).

A imunidade adaptativa ou adquirida, ao contrario da inata, é estimulada pela
exposicao aos agentes infecciosos, desenvolvendo uma resposta especifica para cada
tipo de patdégeno. Essa resposta especifica tem inicio através do reconhecimento,
pelos linfocitos (principal constituinte), dos antigenos estranhos, quando ativados, os
linfocitos se proliferam e diferenciam em células efetoras com a fungéo de eliminar o
patégeno (SOUZA et al., 2010).

A imunidade adquirida possui dois tipos de resposta imune, a imunidade
humoral que é mediada por anticorpos produzidos pelos linfécitos B (Unica célula
capaz de produzir anticorpos) e a imunidade mediada por células que é desenvolvida
pelos linfécitos T (ABBAS, et al., 2008).

Os Linfécitos T sdo os reguladores da resposta imune contra patdgenos e
células tumorais, participando como importantes efetores nos processos de alergia,
rejeicdo de transplantes e autoimunidade. Apresentam dois tipos distintos de células,
as células T auxiliares (CD4+) e as células T citotoxicas (CD8+). As CD4 reconhecem
e se ligam ao antigeno apresentado pela molécula de MHC classe I, apos a
estimulacdo antigénica, os Linfécitos T CD4+ indiferenciados se proliferam e se
diferenciam em diferentes subtipos efetores com caracteristicas proprias (Thl, Th2,
Th3, TREG, Thl17), determinadas pelo perfil de citocinas produzidas e pelas
propriedades funcionais (MESQUITA JUNIOR et al., 2010).

Conforme esquematizado na Figura 1.4, as células Thl caracterizam-se
principalmente pela producdo de grandes quantidades de INF-y, enquanto as células
Th2 produzem IL-4, IL-5 e IL-13. As respostas Th1l desencadeiam os mecanismos de

hipersensibilidade tardia, ativam macréfagos e sdo muito eficientes na eliminagédo de
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patégenos intracelulares. As células Th2 sdo mais eficientes em auxiliar a resposta
imune humoral, desencadeando producdo de imunoglobulinas e inflamagéo
eosinofilica, respostas estas mais importantes no combate aos patdgenos
extracelulares (CRUVINEL et al., 2010).

IL-21 1L-23

IL-23

IL-22, IL-6, M-CSF j,ﬁ

IL-21, IL-17, GM-CSF
- TH2

i IL-12 IL-4\ )
-3 L

IL-18

/\_’/

TGF-B, IL-10, IL-35

IL-4, IL-5
ey L2 IL-10 IL13

IL-4

Figura 1.4: Diferenciacédo das células CD4+ naive de acordo com o estimulo produzido com
destaque para as citocinas indutoras da diferenciacdo Thl, Th2, Th17 e TREG e as principais
citocinas secretadas. Fonte: Adaptado de Souza et al.,2010.

Estudos realizados em doencas autoimunes como artrite reumatoide, LUpus
Eritematoso Sistémico (LES), psoriase, esclerose multipla, esclerose sistémica,
doenca inflamatéria intestinal, espondilite anquilosante e artrite idiopatica juvenil
demonstraram a presenca de niveis elevados de produtos inflamatorios relacionados a
via efetora Thl7 ou mesmo a sua participacdo direta nos mecanismos
fisiopatogénicos, mediando a inflamagéo tecidual precoce, produzindo citocinas pro-
inflamatorias, responséveis pelo recrutamento de células Thl aos sitios inflamatorios
(SOUZA et al., 2010).

O sistema imune humano apresenta uma grande importancia no combate as
infecgBes, porém desregulagdes do sistema imune podem levar a inimeras doengas,
dentre elas estdo as doengas autoimunes como o LES, doenca celiaca, artrite
reumatoide e o diabetes mellitus do tipo 1, em que nesses casos a desregulacao
ocorre no mecanismo de autotolerancia (KINDT; GOLDSBY; OSBORNE, 2008;).
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O mecanismo de autotolerancia é uma propriedade fundamental do sistema
imunologico normal, pois atua na destruicdo ou inativacdo de linfécitos que
reconhecem antigenos proprios. Essa capacidade € mantida nas células
imunocompetentes B e T tanto por mecanismos centrais quanto por periféricos
(SOUZA et al., 2010).

A perda da autotolerancia pode ter causas intrinsecas ou extrinsecas. Causas
intrinsecas, isto €, relacionadas a caracteristicas do proprio individuo, estdo em geral
associadas a polimorfismos de moléculas de histocompatibilidade; componentes da
imunidade inata como o Sistema Complemento e receptores Toll-like; componentes da
imunidade adquirida como linfécitos com atividade regulatéria e citocinas, além de
fatores hormonais, que estdo sob controle genético. Fatores ambientais como
infecgBes bacterianas e virais, exposicdo a agentes fisicos e quimicos como UV,
pesticidas e drogas sdo exemplos de causas extrinsecas. (SOUZA et al 2010).

As doencas autoimunes sdo caracterizadas por uma resposta inflamatoria
inapropriada e alterada, resultando no comprometimento de 6rgédos e tecidos, no qual
o sistema imune falha em diferenciar o préprio do ndo-préprio (ZENEWIC et al., 2010).
Essa alteracdo na resposta imune tem fungéo significativa no desenvolvimento do
LES, contribuindo com o dano aos tecidos, na via de liberagdo de citocinas
inflamatérias, com a ativacdo descontrolada de células B e T, conduzindo no final a
uma produc¢ao patogénica de autoanticorpos (CHOI ET AL., 2012).

As células B imaturas, que em condigfes normais, reconhecem e sdo ativadas
contra auto-antigenos durante seu processo de maturacdo, sao submetidas a selecao
negativa pelos mecanismos de tolerancia do sistema imune, evitando a presenca de
linfécitos B auto-reativos em 6rgdos do sistema imune periférico (YURASOV ET AL.,
2006; KYTTARIS ET AL., 2010).

As LB funcionam como APCs na interacdo com células T, além de apresentar
uma grande diversidade de fungdes regulatérias tanto na resposta imune quanto no
LES. Apesar de mais comumente reconhecidas pela liberacao de anticorpos as células
B atuam na producéo de citocinas e a interacdo direta com as células T e células
dendriticas (CD), com impacto significativo na modulagdo da resposta imune.
(MESQUITA JUNIOR et al, 2010).

As células B sao eficientes na apresentacdo de antigenos, capazes de
captura-los através da superficie celular dos receptores de imunoglobilinas (Ig) para
subsequente internalizacdo, processamento e apresentacdo via moléculas de MHC de
classe | ou Il. A apresentacdo de peptideos autoantigenos é capaz de ativar
diretamente células T autoreativas. As LB podem ainda modular as células T de

memoria e regular o desenvolvimento e ativagdo de CDs (SINUANI et al., 2013).
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Em condicbes normais, a producdo de autoanticorpos € importante para a
remocdo de autoantigenos, liberados tanto por células em apoptose como em
necrose. Contudo sua producdo exacerbada e desregulada causa a formacdo de
imunocomplexos, os quais se depositam nos tecidos e ativam o sistema complemento.
Esses imunocomplexos, uma vez ndo removidos, podem desencadear a resposta
inflamatdria, causando o dano tecidual (KYTTARIS et al., 2010).

A compreensdo destas vias de diferenciagcdo e de seus desequilibrios nas
varias enfermidades autoimunes podera ajudar no desenvolvimento de estratégias
terapéuticas que visam a ampliar a acdo das células reguladoras juntamente com o
controle da resposta inflamatéria efetora. No DM1, a desregulacdo desse mecanismo
faz com que autoanticorpos reconhecam autoantigenos presentes nas células 3

produtoras de insulina, resultando na destruicdo das mesmas (SOUZA, et al., 2010).

1.3.3.1 Citocinas

Dentre os componentes da imunidade inata as citocinas sédo polipeptideos
sinalizadores que regulam a fungdo do sistema imune (ABBAS, et al., 2008). Sao
produzidas constitutivamente em muitos tipos diferentes de células, incluindo
macrofagos, células endoteliais, células musculares lisas vasculares, células
dendritricas e células de Kupffer (ABBAS et al., 2008).

Diferentes citocinas estimulam respostas diversas das células envolvidas na
imunidade e inflamacdo. Na fase de ativacdo das respostas imunes adquiridas, as
citocinas estimulam o crescimento e a diferenciacado de linfocitos, e nas fases efetoras
da imunidade inata e adquirida, elas ativam diferentes células efetoras para eliminar
microrganismos e outros antigenos. As citocinas também estimulam o
desenvolvimento de células hematopoiéticas e sdo muito importantes como agentes
terapéuticos e como alvos para antagonistas especificos em numerosas doencas
imunolégicas e inflamatérias (NA; JUNG; KIM, 2014)

Interleucinas (IL) como a IL-1, IL-12, IL-10, IL-18, assim como fator de necrose
tumoral, interferons tipo | e quimiocinas sdo exemplos de citocinas que medeiam e
regulam a imunidade inata e agem mediando a resposta inflamatéria, estimulando e
regulando a migracdo de células, como neutréfilos e leucécitos, para os locais de
infeccdo. Pesquisas recentes tém demonstrado que a subpopulagcdo especifica de
linfécitos T CD4+ produtores de IL-17, mais do que células Thl, possui um papel
central na patogénese de modelos experimentais de doencgas autoimunes (MESQUITA
JUNIOR et al.,2010).
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Em contrapartida, a interleucina-2 (IL-2), interleucina-4 (IL-4), interferon- y (IFN-
y) e linfotoxinas sdo exemplos de citocinas que fazem parte da imunidade adquirida,
medeiam a proliferacdo e a diferenciacdo de linfocitos apés o reconhecimento do
antigeno na fase de ativacdo das respostas imunes adquiridas, além da ativacao de

células efetoras especializadas (ABBAS et al., 2008).

1.3.3.2 Interleucina 10 (IL-10)

A Interleucina 10 (IL-10) foi descrita pela primeira vez por Fiorentino em 1989,
era denominada de Fator de Inibicdo da Sintese de Proteinas. Posteriormente,
analises imunogquimicas e bioquimicas indicaram que era uma citocina, entdo passou
a ser chamada de IL-10 (FIORENTINO ET AL 1989; MOORE ET AL 1990). Essa
citocina € constituida por quatro cadeias polipeptidicas do tipo alfa-hélice, formando
uma estrutura homodimérica covalentemente associada, sem carboidratos associados.
Seu receptor possui duas subunidades: IL-10R1 e IL-10R2 (GREENHILL, et al., 2014).

A IL-10 é uma importante citocina imunoreguladora, pertencente ao grupo Th2,
citocina produzida por quase todos os tipos celulares da imunidade inata e adaptativa
(macrofagos, mondécitos, células dentriticas, mastocitos, eosinofiolos, neutrofilos, NK,
CD4+, CD8+, LB). Sua producéo é complexa, incluindo varias fases de regulacéo além
de diferentes estimulos Os homélogos virais de IL-10 pode ser produzido por virus de
Epstein-Barr, citomegalovirus e herpes virus tipo 2 (ASADULLAH; STERRY; VOLK,
2003; GREENHILL et al., 2014).

Outras células ndo imunes, tais como células mesangiais, células epiteliais e
gueratindcitos também produzem IL-10 na resposta a infeccdo ou a lesdo do tecido.
Sua principal funcao bioldgica é exercida no controle das respostas inflamatérias e na
regulacdo da proliferagdo e diferenciacdo de varias células imunitarias tais como
células T, células B, células NK, células apresentadoras de antigenos, mastdcitos e
granulécitos. A IL-10 apresenta papel essencial no mecanismo homeostatico, pois
controla o grau e duracdo da inflamacdo (HUTCHINS; DIEZ; MIRANDA-SAAVEDRA,
2013).

A IL-10 também é caracterizada como pleiotrdpica, pois além de apresentar
essa acao na regulacédo negativa nas respostas mediadas por células e na resposta
inflamatéria, sendo assim uma potente mediadora anti-inflamatéria, pode também se
comportar como uma citocina pro-inflamatéria contribuindo para o quadro inflamatério
caracteristico do DM1, denominado insulite. E importante ressaltar que o grupo Th2
induz componentes da imunidade anti-células [ através, principalmente, da acgao
promovida pela IL-10 (NG et al., 2013).
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Investigacdes, incluindo analises de expressdo em pacientes, em ensaios in
vitro e em animais, sugerem um grande impacto da IL-10 em doencas inflamatérias,
malignas, e autoimunes. Tem sido demonstrado que a IL-10 € um dos mais poderosos
ativadores de linfécitos B, induzindo sua proliferagdo e uma intensa producdo de
imunoglobulinas (LYER; CHENG, 2012; PENG et al., 2013).

Ademais, a IL-10 pode prolongar a sobrevida de linfécitos B mediante a
inducdo da producdo de bcl-2 pelos proprios linfécitos B, protegendo-os assim da
apoptose. A desregulacdo do gene IL-10 € uma caracteristica frequente na artrite
reumatoéide, sindrome de Sjogren e LES. A desregulacdo desse gene ocorre tanto em
linfécitos B como em mondcitos e seu papel no estimulo inapropriado de linfocitos B
resultaria de vias autdcrinas e paracrinas (RICHAUD-PATIN et al., 1997). A producao
de autoanticorpos é uma das principais caracteristicas dos pacientes com DM1, sendo
essa desordem também caracterizada por uma alteracdo na regulacdo de citocinas
pré-inflamatdrias e regulatérias. Alguns estudos tém sugerido que 75% da variagdo na
producdo de IL-10 seja geneticamente determinada (MOHEBBATIKALJAHI et al.,
2009; WANG et al., 2013).

1.3.4 Gene IL10

O gene IL10 humano abrange cerca de 4,7 kb no cromossomo 1g32.2 (Figura
1.5) e contém cinco exons e 4 introns, apresenta varios sitios polimoérficos dentro da
regido promotora, incluindo dois microssatélites e trés polimorfismos de base Unica
(SNPs) nas posicbes -G1082A (rs1800896), -C819T (rs1800871) e -C592A
(rs1800872), antes do inicio do sitio de transcricdo. Assim, as diferencas
interindividuais na producdo desta citocina estédo relacionadas a estes polimorfismos
(TURNNER, 1997; PIGOSSI et al.,, 2012). A producdo é controlada no nivel da
transcricdo e algumas variacdes podem ser explicadas por dois polimorfismos de
microssatélites (IL-10G e IL-10R) na regido promotora (HARTSTEIN; MACHADO,
2014).
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Figura 1.5: Representacdo do Gene IL10 localizado no cromossomo 1g31-32.

Observe os exons, regido promotora e SNPs. Fonte: Adaptado de Shin et al, 2000.

E importante ressaltar que a identidade de sequéncia e localizacdo de
transcricao de sitios de ligacdo sdo bem conservadas entre as espécies, 0 que sugere
gue os mecanismos da regulacdo e da transcricdo sao semelhantes. O promotor
proximal de IL-10 em seres humanos é caracterizados por uma caixa TATA ~ 90 pb a
montante do local de inicio da traducdo e uma caixa CCAAT situado em -237 pb a
montante do local de inicio da traducédo (LYER; CHENG, 2012).

1.3.4.1 Polimorfismos Genéticos e IL-10

Os polimorfismos Unica base (SNPs) sdo alteragdes de um Unico nucleotideo
gue ocorrem em uma frequéncia maior que 1% na populacdo. Acredita-se que 0s
SNPs possam ser a verdadeira fonte da variabilidade entre os seres humanos,
especialmente quando se encontram em regibes codificantes do DNA. ( LINDSAY;
HODGSON, 2001; CARLTON et al, 2006).

Essas mutagbes pontuais podem formar haplétipos que caracterizam-se por
serem combinacdes de alelos em loci diferentes no mesmo cromossomo que S&o
herdados juntos (LEWIN, 1997).

Os SNPs podem também estar situados em regides reguladoras ou promotoras
do gene, e podem alterar a ligacdo dos fatores de transcricdo e a quantidade de
proteina produzida. Apesar das regifes intrbnicas ndo serem codificantes, SNPs
nessas regibes podem apresentar desequilibrio de ligagdo com outros em regides
codificantes, tornando-se informativo para associagdo com doengas (KIM; MISRA,
2007). O desequilibrio de ligacdo descreve uma situacdo em que algumas
combinacbes de alelos ou marcadores genéticos ocorrem mais ou menos
frequentemente numa populagdo do que era esperado pela formacgdo aleatéria
de haplotipos a partir de alelos baseados nas suas frequéncias. Através do grau de
desequilibrio de ligacdo sdo medidas as associacbes n&o-aleatdrias entre

polimorfismos em loci diferentes (LEWIN, 1997).
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Com ampla distribuicdo no genoma, os SNPs sédo facilmente identificados,
podendo constituir marcadores para estudos de associacdo. Isto pode ser observado
pelo nimero de SNPs que vem sendo associados a doengas complexas, como as
infecciosas e as autoimunes (GIBBS; SINGLETON, 2006; CARLTON et al., 2006).

A presenca de um polimorfismo pode implicar em mudanca no cédigo genético,
gue é a relacdo entre a sequéncia de acido desoxirribonucleico (DNA) e a sequéncia
da proteina correspondente, alteracées no genotipo (sequéncia de bases), afeta ou
ndo a protéina, que determinard a mudanca no fenétipo. (LANDER, 2011).

Os SNPs podem ter papéis importantes na funcdo génica, podendo alterar
substancialmente os niveis da expressao proteica, substituir aminoacidos ou até
truncar proteinas, caso ocorram em regides codificantes (CARLTON et al., 2006).
Essas alteragGes dependeréo da localizacdo do SNP ao longo do genoma humano, ja
que eles podem ser encontrados em regides ndo codificantes ou, apenas,
ocasionando mudangas sindnimas (KIM; MISRA, 2007).

Nos ultimos anos, grandes esfor¢os estdo sendo realizados no que concerne a
identificacdo dessas variagbes genéticas humanas e sua correlacdo com as doencas
complexas. Muitos SNPs ja foram avaliados em estudos gendmicos de associagao
com muitas doencas importantes, como as doengas autoimunes (BUCHANAN et al.,
2012). Embora esses estudos tenham proporcionado novos conhecimentos bioldgicos,
somente uma quantidade Ilimitada do componente hereditario de qualquer
caracteristica complexa foi identificado (LANDER, 2011). Por essa razédo, o papel de
polimorfismos na susceptibilidade a infeccfes e doengas continua sendo amplamente
investigado (ZHU et al, 2013).

A partir de estudos genéticos de doencas autoimunes e inflamatérias, uma
constatacdo clara, proveniente de estudos de associacdo de SNPs do genoma, é que
uma fragdo substancial de uma variacdo de risco em uma determinada doenca
também contribui para mediar o risco para varias outras doencas adicionais
autoimunes e inflamatérias (RICHARD-MICELI; CRISWELL, 2012; VOIGHT;
COTSAPAS, 2012). Portanto, os SNPs representam a maior fonte de variacdes
interindividuais genéticas que podem ser utilizados para identificar as contribuicdes
poligénicas em determinadas doengas, funcionando como uma extraordindria
ferramenta na analise de marcadores genéticos, devido a sua abundancia (GIBBS;
SINGLETON, 20086).

A IL-10 pode influenciar tanto a susceptibilidade e o curso de varias doencas, e
os diferentes polimorfismos no promotor do gene IL-10 tém sido associados com
prevaléncia e gravidade das doencas. Trés SNPs em particular tém sido relatados por

desempenhar um papel importante na regulacdo do IL-10. Estes SNPs séo situados
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nas posicdes -A1082G, -C819T, -A592C e estédo localizados na regido promotora,
estando em desequilibrio de ligagéo e, portanto, sendo herdados juntos (URCELAY et
al., 2004; REYNIER et al., 2006; ZHANG, A. et al., 2014)

Sao formados oito possiveis haplétipos; GCC, GCA, GTC, GTA, ACC, ACA,
ACT E ATA. Destes apenas trés haplétipos sdo comuns em individuos da raca
caucasiana: GCC, ACC e ATA; GTA é mais comum no sul da China. O genétipo GCC/
GCC é mais comum naqueles que produzem maiores niveis de IL-10, enquanto o
gendtipo ATA / ATA predomina em baixos produtores de IL-10.(ZHANG, L. et al.,
2014)

E dificil relacionar o genodtipo da IL-10 com a sua expressdo pois Seus
haplétipos variam entre grupos étnicos. Por exemplo, a frequéncia de GCC em
posi¢cdes -1082, -819, -592 esta acima de 50% em caucasianos, contudo abaixo de 5%
em populagbes asiaticas. Muito provavelmente, combinacbes de diferentes
polimorfismos em haplotipos, em vez de SNPs individuais ou microssatélites,
contribuem para a variabilidade na producdo de IL-10 e da resposta a infecgdo ou
doenca etiologia autoimune (LYER; CHENG, 2012).

Os genes das citocinas tradicionalmente tém atraido grande interesse como
plausiveis fatores de risco genético para a doenca autoimune. Devido a producao de
citocinas ser regulada geneticamente, foi levantada a hipétese de que SNPs em genes
das citocinas podem ser relevantes para o desenvolvimento de autoimunidade. Dessa
forma, o gene IL10 é considerado um candidato provavel na patogénese do DM1
(PARADOWSKA et al.,2010).
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2.1 Resumo

O diabetes tipo 1 (DM1) é uma doenca multifatorial, caracterizada pela
destruicdo autoimune de células B produtoras de insulina através da infiltracdo de
linfécitos T autorreativos no pancreas. O mecanismo de patogenicidade desta doenca
nao €& completamente esclarecido. Sabe-se que a susceptibilidade genética
desempenha um papel importante na patogénese. Varias regibes nao-Antigeno
Leucocitario Humano (HLA) sdo descritos como sendo importante para o
desenvolvimento da doenca, estdo sendo realizados estudos de genes nesta regido,
especialmente os que estdo envolvidos com o sistema imunitario. Assim, este estudo
teve como objetivo avaliar a associacao de polimorfismos de Unica base (SNPs) do
gene IL-10, bem como os seus niveis de expresséo, com o desenvolvimento de DM1 e
outras doencgas autoimunes (Doenca Celiaca e Tireoidite Autoimune) e correlacionar
com inicio de DM1 na populagdo pernambucana brasileira. Os SNPs estudados foram
—A1082G (rs1800896), -C819T (rs1800871) e —A592C (rs1800872). A genotipagem
dos SNPs e a expressdo génica foram realizados através da reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real (QPCR), utilizando sondas TagMan. O gene IL10 foi mais
expresso em pacientes DM1 quando comparados aos controles (p-valor 0,02). E
estava quatro vezes mais expresso no grupo com a idade de diagnéstico do DM1 (p-
valor 0,04). Verificou-se uma associa¢do de rs1800871 com a idade no momento do
diagnéstico (p-valor 0,02). Nao houve associacdo dos SNPs com a susceptibilidade a
DM1, ou o DM1 associada a AITD e DC. Nao houve diferenca estatistica em relacéo
ao sexo e idade com as frequéncias alélicas, genotipicas e haplotipicas entre
pacientes e controles. Assim, este estudo sugere que a IL-10 estd envolvida na
patogénese do DM1 e podera ser um biomarcador para o risco de DM1 na populagéo

pernambucana.

Palavras-Chaves: Expressdo. Gene IL10. Idade de diagnostico. SNP.
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2.2 Abstract

Type 1 diabetes (T1D) is a multifactorial disease resulting from the interaction of
genetic and environmental factors. This disease is characterized by autoimmune
destruction of pancreatic insulin-producing B cells, with presence of auto reactive
antibodies. The pathogenic mechanism of this disorder is not completely
understood.But, it is known that the genetic susceptibility plays an important role in the
pathogenesis. Several non-HLA regions are described as being important for the
development of the disease, and studies of genes in this region, especially having
effect on the immune system, is being conducted. Thus, this study aimed to evaluate
the association of single nucleotide polymorphisms (SNPs) of Interleukin 10 (IL10)
gene, as well as its expression levels, with the development of T1D and other
autoimmune diseases (celiac and autoimmune thyroiditis) and correlate with onset of
T1D in a population of Brazilian northeast. The ILLOSNPs studied were rs1800896,
rs1800871 and rs1800872; all are functional and located in the promoter region of the
gene. The assay genotyping of SNPs and gene expression was carried out by
polymerase chain reaction (PCR) in real time, using TagMan probes. The IL10 gene
was upregulated in T1D patients compared to controls (p-value 0.02). The same was
observed in the group with higher age of T1D onset (p-value 0.04). Regarding to SNPs
genotyping, it was found an association of rs1800871 with age at diagnosis (p-value
0.02). There was no association of SNPs with susceptibility to T1D, or the T1D
associated with AITD and DC. No statistical differences regarding to gender and age
with alleles, genotypes and haplotypes frequencies, between patients and controls.
Thus, this study suggests the involvement of IL10 in the pathogenesis of the disease,

contributing to the discovery of biomarkers for risk of T1D in our population.

Key words: Expression. Gene IL10. Onset T1D. SNPs.
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2.3 Introducéao

Diabetes Mellitus Tipo 1 (DM1) é uma doenca autoimune caracterizada pela
destruicdo das células B pancreéticas através da infiltracdo de células, principalmente
linfécitos T autorreativos, que reagem contra antigenos nestas células. Como em
todas as doencas autoimunes, a suscetibilidade genética e fatores ambientais sdo
importantes na sua patogénese. H& evidéncias de que fatores ambientais,
principalmente patégenos, estdo envolvidos no desencadeamento de autoimunidade
na diabetes tipo 1 (NOKOFF; REWERS, 2013).

A idade de surgimento de diabetes do tipo 1 é muito variavel e esta
geneticamente modulada (IDE et al., 2002). Apesar de ser uma doenca comum da
infancia e adolescéncia, os adultos também podem desenvolver DM1. A taxa de
incidéncia de DM1 esta crescendo em todas as faixas etarias em torno de 3% ao ano,
com o0 maior aumento entre as criancas com menos de 5 anos. A causa desse
aumento na incidéncia da doenca é desconhecida, acredita-se que esta relacionado
aos fatores ambientais (SIMMONS; MICHELS, 2014).

Estudos mostraram que o0 processo de destruicdo de células-B é mais
agressivo em criancas com diabetes de inicio precoce do que em pacientes
diagnosticados em idade mais avancada. Entender as diferencas de atividade do
sistema imunolégico nas criancas diabéticas abriria o caminho para identificar
precocemente os individuos com risco de DM1 e a utilizacdo de novas formas de
intervencao (SZYPOWSKA et al., 2012).

Na patogénese da DM1, citocinas e outros reguladores da resposta imune tém
papéis importantes. A interleucina-10 (IL-10) € uma citocina pleiotrépica, atuando
como um potente mediador anti-inflamatério através da inibicdo da resposta
imunoldgica celular. Como também pode promover a inflamacdo em vérias doencas
autoimunes, através da ativagdo da imunidade humoral, aumentado a producdo de
anticorpos e o processo inflamatério.(REYNIER et al., 2006).

O gene IL10 esta localizado no cromossoma 1 e apresenta trés principais
SNPs funcionais na sua regido promotora: -A1082G(rs1800896), -C819T (rs1800871),
-A592C (rs1800872). Essas variacGes podem controlar a transcricdo e afetar IL-10
nivel de producdo (WANG et al, 2012; NA et al, 2014, PUBMED, 2014). Esses SNPs
estdo associados com a susceptibilidade de algumas doengas autoimunes, tais como
artrite reumatdide, psoriase e lipus eritematoso sistémico (LES) e DM1 (Zhu et al.,
2013). Na insulite, quadro inflamatério caracteristico do DM1, é importante ressaltar

que o grupo Th2 induz componentes da imunidade anti-células (3 através,
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principalmente, da acdo promovida pela IL-10 (NG et al., 2013; SINVANI et al., 2013;
SAXENA et al, 2014).

Diferencas interindividuais nos niveis de IL-10 foram destacadas. As
frequiéncias alélicas e genotipicas dos SNPs apresentam diferentes distribuicbes de
acordo com a etnia (URCELAY et al, 2004; MOHEBBATIKALJAHI et al, 2009).

Novos estudos sdo necessarios para esclarecer o papel da IL-10 no DM1, pois
a busca por marcadores de suscetibilidade genética associada a doenca mostra-se
relevante, na medida em que podem indicar grupos de risco e permitir intervencao
precoce, minimizando ou evitando 0s prejuizos causados pela doenca. Assim, foi
hipotetizado que o aumento na expressao da IL-10 acelera o processo de insulite e
este aumento esta associado a presenca dos SNPs

O objetivo deste estudo € avaliar a associacdo entre trés polimorfismos
(-A1082G, -C819T, -A592C), localizados na regido promotora do gene IL10 e a
susceptibilidade ao DML1, relacionando com o surgimento de doenca celiaca e
tireoidite autoimune, com a idade do diagndstico e os niveis de expressao dessa

citocina em uma populagédo pernambucana.
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2.4 Material e Métodos

2.4.1 Estudo de Genotipagem

2.4.1.1 Pacientes e Individuos Saudaveis

Estudo do tipo caso-controle, realizado no periodo de Mar¢co de 2010 a
Dezembro de 2013.

Os pacientes DM1 foram provenientes dos trés maiores centros do Sistema
Unico de Saude (SUS) de referéncia em Endocrinologia Pediatrica, localizados em
Recife, Brasil (Instituto de Medicina Integral Professor Fernando Figueira (IMIP),
Hospital da Restauracéo e Hospital das Clinicas — UFPE). O diagnéstico do DM1 foi
realizado de acordo com os critérios da Associagdo Americana de Diabetes (ADA,
2014).

Os individuos saudaveis eram doadores de sangue do Hemocentro de
Pernambuco (HEMOPE) e ndo apresentavam sinais clinicos ou historia familiar de
DM1 ou outras doencas autoimunes.

Ambos os pacientes e individuos saudaveis aceitaram participar do estudo e
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido. Este trabalho foi aprovado
pelo Comité de Etica e Pesquisa do IMIP, nimero 1717/2010.

A amostra foi composta por 287 pacientes DM1(media de idade de 12.8 anos)
e 295 individuos saudaveis (media de idade de 32.2 anos) compondo o grupo de
controles (HC). Pacientes DM1 e Individuos saudaveis eram nascidos e viviam na
mesma regido geografica de Pernambuco.

Os pacientes foram estratificados de acordo com a insurgéncia de tireoidite
autoimune (AITD) e doenca celiaca (DC). Baseado nisso, foram formados trés
subgrupos: DM1/AITD (AITD+DC-), DM1/DC (AITD-DC+) e DMI1/AITD/DC
(AITD+DCH+).

2.4.1.2 Coleta de Dados

Através dos prontuarios dos pacientes foram obtidas informacdes clinicas
como: sexo, idade, historia familiar de doengas autoimunes, diagnéstico de Sindrome
Poliglandular, idade de diagndstico, comorbidades, complica¢ges, presenca Anticorpo
Anti-insulina  (IAA), Anticorpo  Anti-lhota  pancreatica  (ICA),  Anticorpo
antidescarboxilase do acido glutdmico (GAD), anti-transglutaminase (AtTG) e

antitireoperoxidase (ATPO) e diagnéstico de tireoidite autoimune e doenca celiaca.
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2.4.1.3 Selecdo dos SNPs e genotipagem do gene IL10

O DNA genbmico foi isolado através de sangue periférico total usando o
protocolo de Salting- out (SAMBROOK; FRITCH; MANIATIS T, 1989).

Os SNPs, —A1082G (rs1800896), -C819T (rs1800871) e -A592C (rs1800872),
localizados na regido promotora do gene IL10 foram genotipados seguindo as
orientacdes do fabricante, através de Reacdo em Cadeia de Polimerase em tempo real
(qPCR), usando sondas alelos especificas, sondas Tagman (C_ 1747362_10,
C_1747363_10 and C_1747360_10) (Tagman Probes, Applied Biosystems, Foster
City, CA). As amplificagcdes, leituras das fluorescéncias e subsequentes andlises foram
realizadas pela plataforma 7500 Real Timer PCR Applied Biosystems (Applied
Biosystems, Foster City, CA).

2.4.1.4 Andlises Estatisticas

As frequéncias genotipicas, alélicas e haplotipicas foram calculadas utilizando
a ferramenta SNPStats (http://bioinfo.iconcologia.net/SNPstats). O teste exato de
Fisher foi aplicado para avaliar a significancia estatistica para todas as comparacoes.
Verificou-se o equilibrio de Hardy-Weinberg para todos os SNPs utilizando o software
Gendtipo Transposer. O software Haploview foi utilizado para investigar o padrdo de
desequilibrio de ligacdo bem como para derivar os haplétipos. O SNPstats também foi
utilizado para verificar a associacdo dos SNPs com o DML1.

O pacote " SNPassoc " do R (software R, verséo 2.12.2), desenvolvido para
estudos genéticos, foi utilizado para avaliar a associacdo entre SNPs e idade de inicio
(GONZALEZ et al., 2007). Odds Ratio (OR) e 95% de intervalos de confianca (IC)
também foram calculados. A andlise do poder estatistico foi realizada com o software

"G * power" (versao 3.1), com um p-value significativo menor que 0.05.

2.4.2 Ensaio de Expresséo do gene IL10

2.4.2.1 Amostra

Os niveis de expressdo do gene IL10 foram avaliados em 17 pacientes DM1 e
19 individuos saudaveis (HC), procedentes do estado de Pernambuco-Brasil. Os HC
ndo tinham histéria familiar e diagnostico de DM1 e outras doengas autoimunes.

Os pacientes foram previamente genotipados para os SNPs (rs1800896,
rs1800871 e rs1800872) e foram divididos em trés grupos de acordo com a idade de

diagnéstico, observando critérios de classificacdo do Ministério da Saude (MS) e do
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Estatuto da Crianca e do Adolescente (ECA) de acordo com as fases de
desenvolvimento.

O grupo A é composto por criangas de 0 a 6 anos, classificadas como primeira
e segunda infancia. O grupo B por criancas de 7 a 11 anos, classificadas como

terceira infancia e o grupo C acima de 12 anos, séo os adolescentes.

2.4.2.2 Extracdo do RNA

Amostras de sangue periférico foram coletadas e imediatamente utilizadas para
o isolamento de RNA, através do protocolo de isolamento de RNA por Trizol
(CHOMCZYNSKI; MACKEY, 1995). O RNA foi armazenado a -80°C até a sua
utilizacdo, a quantificacdo foi realizada usando o Nanodrop 2000 (Thermo Scientific,
EUA) e sua integridade foi comprovada através de eletroforese em gel de agarose a
1%.

2.4.2.3 Sintese do cDNA

A sintese do cDNA foi realizada através de Kit especifico da Invitrogen, EUA

utilizando as recomendac¢fes do fabricante. O cDNA foi armazenada a -20°C até a

realizacdo dos ensaios de gqPCR.

2.4.2.4 Andlise do Ensaio de Expressédo Génica

O gene alvo foi 0 gene IL10 (Hs00961622 m1) e o controle endégeno foi B-
actina (ACTB - Hs99999903 M1). Eles foram amplificados com os ensaios especificos
de sondas TagMan para expressdo, conforme as recomendacdes do fabricante
(Applied Biosystems, EUA) e utilizando a plataforma SDS ABI 7500 (Applied
Biosystems, EUA).

A expressdo quantitativa relativa foi calculada como Diferenca de Expressao
(FC), seguindo as indicacbes de Schmittgen; Livak, 2008. Valores de expressdo
relativa apresentados sdo baseados em triplicatas. O teste T de Student foi aplicado

como pos-teste para comparar diferentes grupos.

2.5 Resultados

2.5.1 Estudo de Genotipagem

As frequéncias genotipicas e alélicas nos grupos estudados estavam em
equilibrio de Hardy-Weinberg, exceto para o rs1800872. A Tabela 2.1 apresenta a
distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas dos SNPs do gene IL10 em
pacientes DM1, individuos saudaveis e subgrupos compostos de Pacientes DM1

associado a tireoidite autoimune e doenca celiaca.
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N&o foram encontradas diferengas estatisticas na distribuicdo das frequéncias
alélicas e genotipicas dos SNPs entre os grupos analisados de pacientes com DM1,
DC e AITD e individuos saudaveis, com valor-p> 0,05 em todos os modelos

genéticos.

Tabela 2.1: Distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas nos pacientes DM1, controles e
subgrupos: AITD e DC.

SNPs DM1 HC DM1 DM1 DM1
N= 287 N= 295 AITD+DC- AITD+DC+ AITD-DC+
n(%) n(%) n(%) n(%) n(%)

-A1082G (rs1800896) 41 (14,96) 3 (1.09) 9 (3.28)
A 357 (63) 357 (65) 51(69) 6 (100) 11(69)
G 211 (37) 193 (35) 23 (31) 0 (0) 5(31)
Gendétipos
AlA 108 (38) 112 (41) 16 (43) 3 (100) 3(38)
AIG 141 (50) 133 (48) 19 (51) 0 (0) 5 (63)
GIG 35 (12) 30 (11) 2 (5) 0 (0) 0 (0)
-C819T (rs1800871)
C 357 (68) 333 (65) 48 (65) 2 (33) 11 (61)
T 167 (32) 181 (35) 26 (35) 4 (67) 7 (39)
Gendtipos
C/C 119 (45) 102 (40) 13 (35) 0 (0) 3(33)
CIT 119 (45) 129 (50) 22 (59) 2 (67) 5 (56)
T/T 24 (9) 26 (10) 2 (5) 1(33) 1(11)
-A592C (rs1800872)
A 283 (54) 283 (55) 39 (53) 4 (67) 10 (56)
C 241 (46) 231 (45) 35 (47) 2 (33) 8 (44)
Gendétipos
AlA 26 (10) 27 (11) 2 (5) 1(33) 1(11)
AlC 231(88) 229 (89) 35 (95) 2 (67) 8 (89)
CiC 5 (2 1(0) 0(0) 0 (0) 0(0)

O SNP —C819T (rs1800871) foi associado com a idade de diagnostico do DM1,
(p-valor: 0,025; AIC: 1351, idade média de 8,036 anos) Esta associagdo mostra que
existe diferencas entre os grupos e os individuos que possuem os genoétiposC/ Te T/
T poderiam desenvolver a doen¢a mais tarde quando comparados C / C. Nenhuma
associacédo estatistica da distribuicdo de sexo foi obtida para todos os loci (p> 0,05).

Uma vez que estes SNPs podem atuar em combinacdo para aumentar o risco
de doencga, os haplétipos formados pelos SNPs foram investigados quanto a
associacdo com o DM1, como também a distribuicdo de suas frequéncias em
pacientes e grupo controle foi comparada. O desequilibrio de ligacao (LD) entre SNPs
também foi medido. Os SNPs testados mostraram estar em forte desequilibrio de
ligacdo (D '=0,99) (Figura 2.1).
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Figura 2.1: Representacdo do bloco de haplétipos formados pelos trés SNP, mostrando o

desequilibrio de ligacdo entre eles, com um D’=0.99 entre o0 rs1800871 e rs1800872.

Cinco haplétipos foram encontrados na populacdo pernambucana, como
demonstrado na Tabela 2.2. Os haplétipos ATA, GCC e ACC

representam

aproximadamente 80% de todos os haplotipos encontrados. Nenhuma associagéo foi
observada dos haplétipos com a suscetibilidade de desenvolver DM1.

Tabela 2.2: Distribuicdo das frequéncias haplotipicas nos pacientes e controles e a

associacao dos haplétipos com DM1

Haplotypes rs1800896 rs1800871 rs1800872 DM1

(A/G) (CIT) (A/C)
A T A
G C C
A C C
A C A
G C A

Global association p-value:0.57

(%)

35

26

18

12

8

HC
(%)

32

25

20

12

p-value

0.76

0.44

0.75

0.12

OR

1.0

0.91

0.78

1.10

0.64

95%

0.51-1.63

0.42-1.45

0.63 - 1.92

0.36-1.13
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O gene IL10 apresenta um aumento na expressdo de 1,34 vezes (p-value:

0,02) nos pacientes DM1 quando comparados aos controles (os quais foram

normalizados para 1), conforme representado na Figura 2.2
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Figura 2.2: Niveis de expressédo de IL-10 nos pacientes DM1 comparados com os
controles, os quais foram normalizados para 1.

Verificou-se que o gene IL10 esta 4,3 vezes mais expresso no grupo de

pacientes DM1na faixa etaria de 7 a 11 anos, quando comparado aos outros grupos,

com p-valeu de 0,04, conforme apresentado na Tabela 2.3. Esta faixa de idade

corresponde a média de idade de diagnéstico da populacdo pernambucana estudada.

Tabela 2.3: Expressdo de mRNA do gene IL10 em pacientes DM1 estratificados por idade de

diagnéstico do DM1.

Pacientes DM1, agrupados em faixa etaria Diferencade p-value
de acordo com a idade de diagnéstico

Comparagéo entre os grupos A e B

Comparacéo entre os grupos Ae C

Comparagéo entre os grupos B e C

Expresséo(FC)

0.325352 0.15
1.39781 0.46
4.296304 0.04

Legenda: Grupo A: 0 a 6 anos de idade; Grupo B: criancas de 7 a 11 anos de idade; Grupo C:
adolescentes com idade maior que 11 anos
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2.6 Discussao

Como ja descrito, no DM1 a destruicdo das células B pancreaticas ocorre pela
insulite, processo inflamatorio caracteristico da doenca com infiltragdo de linfocitos T
autorreativos e presenca de autoanticorpos. O gatilho inicial para o desenvolvimento
da insulite ndo é conhecido, sabe-se que o DM1 é uma doenga poligénica com
componente genético muito forte. Varios genes ndo-HLA foram descritos como
possiveis candidatos para o desenvolvimento da doenca, principalmente os do sistema
imune (BAKAY; PANDEY; HAKONARSON, 2014).

Neste trabalho, a expressédo da IL10 estd aumentada em relacéo ao controles e
superexpressa na média de idade de diagnéstico da doenca, este dado evidencia a
acao inflamatéria da IL-10 no DML1.

Dados na literatura mostram que outros estudos também relataram a
participacdo da IL-10 na insulite. Wongensen, Lee, Sarvetnick (1994), Lee et al (1996)
e Moritane et al (1996) realizando estudos com ratos, observaram que o agravamento
da insulite estava associado ao aumento na producdo de IL10. Ng et al. (2013),
Sinvani et al. (2013) e Saxenna et al(2014) descrevem que nha patogénese do DM1, o
grupo Th2 induz componentes da imunidade anti-células B através, principalmente, da
acao promovida pela IL-10.

Estudos realizados em ratos também sugeriram que o agravamento do
processo de insulite estava associado ao aumento nha producdo de IL10
(WONGENSEN; LEE, SARVETNICK, 1994; LEE et al 1994, 1996; MORITANE et al,
1996). Lyer e Cheng (2012) mostram que houve uma diminuicdo da producdo de
autoanticorpos em um estudo in vitro de deplecdo de IL10 com anti-anticorpo IL10 em

pacientes de Lupus Eritematoso Sistémico (LES).

Saxena et al (2014) relataram a necessidade de estudos para compreensao do
papel da IL10 no DM1 devido aos resultados contraditérios na literatura. Como
também que estudos experimentais em ratos utilizando o papel anti-inflamatério da

IL10 produziram efeitos contraditérios e amplamente irrelevantes.

Esses fatos podem ser explicados por Sinuani et al (2013) que informam sobre
0 paradoxo da IL10 considerando que em determinadas condi¢cdes o aumento da IL10
gera um efeito protetor e em outras agravante. Além disso, é importante notar que os
efeitos biolégicos da expressao de IL10 sdo altamente contextuais. Por isso para

entender a regulacdo génica é preciso considerar o local de producdo, a
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especificidade do tecido, o tipo de estimulo e a variacdo genética individual (LYER;
CHENG, 2012).

Outro resultado importante deste estudo foi associagdo encontrada do
rs1800871 com diagndstico tardio, sugerindo uma possivel fungcdo protetora desse
SNP, esse dado corrobora com os achados de Akane et al (2002) na populacéo
japonesa. Neste estudo ndo houve associacdo dos SNPs com os niveis de expressao
da IL10 apesar desses SNPs estarem relacionados a alteragdes na producdo dessa
citocina.

Na populagcdo pernambucana ndo houve associagdo do SNps com a
susceptibilidade ao DM1, nem ao surgimento de AITD e DC. Assim como nas
populagbes espanhola, francesa, turca, japonesa. (TEGOSHI et al., em 2002,HASSAN
et al, (2009); URCELAY et al, 2004; REYNER et al, 2006). Também n&o houve
associacdo do SNps com os niveis de expressdo da IL10, inferindo que ndo estdo

associados com a patogénese da doenca.

2.7 Concluséao

A partir deste estudo e de dados da literatura é possivel inferir que o gene da
IL-10 é um forte candidato na patogénese do T1D e propor que 0 aumento na sintese
de IL10 pode provocar um aumento na hiperatividade dos LB aumentando a producao
e deposicdo de imunocomplexos, agravando o processo de insulite.

Como havia sido hipotetizado, a IL-10 est& associada ao desenvolvimento T1D,
na populacdo pernambucana, atuando como citocina inflamatoria, contudo esta agéo
nao é através dos SNPs estudados.

Assim surge a necessidade de continuar investigando o mecanismo de
participacdo da IL10 no desenvolvimento do DM1 como biomarcadores de diagnéstico

precoce e progndstico para desenvolvimento de estratégias terapéuticas.
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3. DISCUSSAO GERAL E CONCLUSOES

O DM1 consiste em uma doenca multifatorial, autoimune, resultante da
interagdo entre fatores genéticos e ambientais. No DM1, o componente genético é
muito forte e apresenta um padrdo complexo de associa¢des genéticas, contudo, a
patogénese da doenca ainda ndo foi elucidada como também todos 0s genes
envolvidos no processo. Estudos de GWAS revelam possiveis loci de genes
candidatos para a patogénese da doenca, entre eles o da IL10 (BAKAY; PANDEY;
HAKONARSON, 2014).

Neste estudo realizado com a populacdo pernambucana ndo houve diferencas
estatisticas significativas nas frequéncias alélicas e genotipicas para os trés SNPs
entre pacientes DM1 e individuos controles e também na associacdo com a
susceptibilidade ao DM1, concordando com resultados encontrados em outras
populagbes como na japonesa, espanhola, francesa e turca (IDE et al, 2002;
TEGOSHI et al, 2002; URCELAY et al, 2004; REYNER et al, 2006;
MOHEBBATIKALJAHI et al., 2009). Os egipcios encontraram uma associacado
protetora com o rs1800896. (AL-SHEHMANY et al, 2014).

Diferentemente dos dados encontrados na literatura, o rs1800872 nao esta em
equilibrio de Hardy-Weinberg na populacdo pernambucana. Este fato pode ser
explicado pela heterogeneidade desta populacédo relatada por ARAUJO et al. (2007)
ou pela influéncia de algum fator evolutivo, seria hecessario a realizacdo de um estudo
populacional para esclarecer o que esta deixando a populacéo fora do equilibrio para
esse SNP.

Os pacientes, desse estudo, também foram investigados quanto a presenca de
AITD e DC, a frequéncia encontrada foi similar a outros estudos para o DM1 associado
com tireoidite e menores do que relatadas para DM1 e DC e, DM1, AITD e DC
concomitantes. Os SNPs ndo estavam associados com a insurgéncia de AITD E DC
(EISENBARTH, 2004; QUEIROZ, 2008).

Em relagcdo a andlise dos haplétipos foi verificado que os SNPs estudados
estdo em forte desequilibrio de ligacdo e os haplétipos mais frequentes foram o ATA,
GCC e ATC, nos pacientes e individuos saudaveis, ndo foi encontrada associacéo
com a susceptibilidade ao DM1 conforme estudos realizados nas populacdes da
Franca, Espanha, Japdo (URCELAY et al 2004;. REYNIER et al 2006; IDE et al, 2002).
Contudo, observaram-se diferengas nas frequéncias alélicas de uma populagéo para
outra, fortalecendo a hipétese de que esta variacdo estd associada a etnia (IDE et al.
2002)
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Nesse estudo foi encontrada associagdo do rs1800871 com diagnostico tardio,
sugerindo uma possivel funcéo protetora desse SNP corroborando com os achados
em japoneses, a média de idade da populacdo pernambucana foi similar da
encontrada em franceses, e menor que dos japoneses. (REYNIER et al., 2006; IDE et
al (2002), os franceses nao encontraram nenhuma associacao.

Esses resultados fornecem evidéncias de que os polimorfismos na sequéncia
desse gene ndo estdo envolvidos com a susceptibilidade ao DM1, nem com a
insurgéncia de AITD E DC, ja que nado foi encontrada nenhuma associagdo na
populacéo de estudo e em outras populagées.

Outro resultado importante foi que a expressédo da IL 10 estava aumenta nos
pacientes quando comparada aos controles e 4.3 vezes mais expressa na faixa etaria
correspondente a média de idade de diagnéstico dos pacientes estudados nessa
populacdo. Estes dados evidenciam a acédo inflamatéria da IL-10 no DM1, acredita-se
gue este aumento da producdo de IL-10 progrida o quadro de insulite, acelerando a
destruicao da células 8 pancreaticas.

Outros estudos também relatam que o agravamento da insulite estava
associado ao aumento na producédo da IL-10 e que na patogénese do DM1, o grupo
Th2 induz componentes da imunidade anti-células B, através, principalmente, da agao
dessa citocina (WONGENSEN; LEE; SARVETNICK, 1994; LEE et al, 1996; MORITANI
et al, 1996, ALMAWI; TAMIM; AZAR, 1999; SINUANI et al, 2013; SAXENNA et al,
2014).

Em outras patologias autoimunes e inflamatérias também foi descrito o papel
inflamatério da IL-10. No LES, um aumento na sintese de IL10 provocava um aumento
na hiperatividade dos linfocitos B aumentando a producdo e deposicdo de
imunocomplexos, e ocorreu uma diminuicdo da producdo de autoanticorpos em um
estudo in vitro de deplecéo de IL-10 com anti-anticorpo IL-10. (LYER; CHENG, 2012).
A partir de estudos com doencas renais, Sinuani et al. (2013) relataram que o0 aumento
de IL 10 promovia a deposi¢do de complexos imunes mesangiais contribuindo para a
progressao da lesdo glomerular e constatou niveis elevados de IL10 em pacientes
diabéticos com nefropatia diabética.

Nos pernambucanos nado foi encontrada associacdo dos niveis de expresséo
da IL-10 com os SNPs estudados, contudo foi relatado que o haplétipo ATA esta
relacionado a uma baixa producédo de IL-10 e o0 GCC com alta producéo (IDE et al,
2002).

A IL10 é uma citocina pleiotrépica, que possui uma regulacdo de expresséo
complexa, envolvendo vérias fases, estimulos e células. E uma potente estimuladora

de LB, aumentando a ativacdo, profliferacdo e diferenciacdo e tempo de sobrevida
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destas células, levando a uma maior producdo de anticorpos, caracterizando sua agao
préinflamatoéria (SINUANI et al,, 2013; SAXENA et al.,, 2014). Para entender a
regulacé@o génica é preciso considerar o local de producéo, a especificidade do tecido,
o tipo de estimulo e a variacdo genética individual (LYER; CHENG, 2012).

A partir deste estudo e de dados da literatura é possivel inferir que 0 gene da
IL-10 é um forte candidato na patogénese do T1D e propor que 0 aumento na sintese
dessa citocina provoca um aumento na produc¢éo e hiperatividade de LB autorreativos
aumentando a producdo e deposicdo de imunocomplexos no pancreas, agravando o
processo de insulite.

Como havia sido hipotetizado, a IL-10 est4 envolvida na patogénese do DM1,
na populagdo pernambucana, desenvolvendo seu papel inflamatorio, contudo ndo é
através dos SNPs estudados. Assim surge a necessidade de continuar investigando o
mecanismo de participagdo da IL-10 na patogénese do DM1 como possivel
biomarcador de diagnostico precoce, prognéstico e para o desenvolvimento de

estratégias terapéuticas.
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ANEXO B TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto: “Fatores de riscos preditivos envolvidos com a Diabetes Mellitus do tipo 1: um modelo auto-imune
usando novos marcadores moleculares com a criagiio de um banco de amostras biolégicas e informatizado.”

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

(Criancas e adolescentes com doengas auto-imunes)

Titulo da pesquisa: “Fatores de riscos preditivos envolvidos com a Diabetes Mellitus do
tipo 1: um modelo auto-imune usando novos marcadores moleculares com a cria¢iio de um
banco de amostras biologicas e informatizado.”

Responsével pelo projeto: Prof°. Dr. Sergio Crovella

Estamos realizando uma pesquisa sobre a presenga de defeitos genéticos para realizagfo sera
necessaria a extragdo de DNA, atraves dele poderemos verificar a produgfio de substancias do
sistema imune em pessoas que tem doenca auto-imune da diabetes, tiredide e celiaca.

Essas substincias sdo proteinas que fazem parte do sistema de defesa do nosso organismo. Os
defeitos ‘genéticos levam a niveis mais baixos no sangue que pode fazer com que a pessoa tenha
mais facilidade de adquirir infecgdes e outras doencas. Além disso, pessoas com essas sustancias
baixas no sangue podem ter maior {ens’.é ncia a desenvolver algumas doengas como a artrite
reumatdide, doenca celiaca e ldpus. A pessoa pode ter essa substanma baixa no o1gamsmo e ndo
sentir nada.

Estamos fazendo essa pesquisa p descobrir se as pessoas que tem doenga auto-imune
da diabetes, tiredide e celiaca apresentan defeitos genéticos ¢ alguma relacfo entre elas.
Com sua autorizagdo, iremos coletar (3mly de sangue que serd colhido por técnico

especializado, ou seja, seu fi ilho(a) ndo sofrerd prejuizo algum, além dos provocados pela coleta do
sangue como: ndusea. vermelhidio e dor no brace no local da coleta. deste modo seu filho nfio serd
exposto a nenhum risco além dos provocados pelos exames de rotina de controle do problema da
diabetes, tiredide ou da celiaca e que ja foram solicitados pelo seu médico.

Solicitamos também a sua. autorizac@io para utilizar dados do prontudrio como idade, sexo,
idade que iniciou a doenga, tempo de doenga e os resultados dos ultimos exames de rotina que
foram realizados no seu filho para avaliar o controle do problema da diabetes, tiredide ou celiaca.
Sera garantido total sigilo, privacidade e anonimato nos resultados.

Caso seja encontrada alguma alteragfo nos exames, vocé serd comunicado e explicaremos o
que jé se sabe a respeito do que pode acontecer com as pessoas que tem essa substncia baixa no
sangue € o que podera ser feito para evitar essas doengas. O médico do seu filho(a) também sera
comunicado dos exames realizados pela nossa equipe. Caso nfo queira autorizar seu filho(a) a
participar desta pesquisa, ele(a) continuara a receber o mesmo atendimento que sempre
recebeu neste hospital.

Eu li, compreendi e autorizo que seja realizado a avaliagdo genética de substdncia do sistema de
defesa do organismo na minha amostra de sangue colhida ou do meu filho(a)
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- RG/CPF: -
(Paciente ou Responsavcl)

Concordo que os dados obtidos sejam utilizados para pesquisa. Recife, / /
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