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RESUMO

O diabetes mellitus (DM) é uma doenca metabdlica, caracterizada pela
hiperglicemia sendo relacionada com uma série de fatores genéticos e
ambientais. As células dendriticas (DCs) induzem a resposta imunoldgica por
sua capacidade de capturar, processar e apresentar antigenos a linfocitos T. O
reconhecimento dos diferentes microrganismos pelas DCs €& feito por
receptores expressos em sua membrana que interagem com padrdes
moleculares presentes em patdgenos como por exemplo, os acucares. O DC-
SIGN é um desses receptores capaz de reconhecer moléculas de manose e
fucose, sendo a glicose similar estruturalmente a manose, principal tipo de
acucar reconhecido pelo receptor. O objetivo deste trabalho € avaliar a
ativacdo do DC-SIGN pela molécula de glicose, bem como as funcbes preditas
para o0s polimorfismos rs735239 e rs4804803, encontrados na regido
promotora do gene. As analises de expressao génica foram realizadas em
amostras de sangue total de pacientes DM e controles saudaveis, sendo,
posteriormente, as culturas celulares estimuladas com glicose. As analise
foram realizadas pelo método 222CT, |dentificamos expressdo diferencial do
CD209 entre os individuos com DM e o grupo controle, estando o gene mais
expresso nos individuos com DM (2,66/DM1 e 3,24/DM2). Posteriormente, a
andlise da ativacdo desse gene pela molécula de glicose, também demonstrou
uma expresséo diferencial de 11,97 vezes do CD209 nas culturas estimuladas
com glicose. Nossos resultados indicam que a glicose pode modular a

expressao do CD209.

Keywords: Diabetes Mellitus tipo 1, Diabetes Mellitus tipo 2, CD209, DC-SIGN

e glicose.



ABSTRACT

Diabetes Mellitus (DM) is a metabolic disease characterized by hyperglycemia
being associated with several genetic and environmental factors. Dendritic cells
(DCs) induce the immune response by their ability to capture, process and
present antigens to T lymphocytes. The recognition of different microorganisms
by DCs is done through receptors expressed in the membrane of these cells
that interact with molecular patterns found in pathogens, as for example, the
sugars. DC-SIGN is one of these receptors capable of reconizing molecules of
mannose and fucose — sugars with similar structures to glucose. The aim of this
study is to evaluate the activation of DC-SIGN by the molecule of glucose, as
well as the predicted functions for the polymorphisms rs735239 and rs4804803,
found in the promoter region of these gene. The gene expression analysis were
performed in blood samples of DM patients and healthy controls, and
subsequently cell cultures were stimulated with glucose. We identified
differential expression of CD209 between individuals with DM and the control
group, being the gene overexpressed in individuals with DM (2.66/DM1 and
3.24/DM2). Afterwards, the analysis of CD209 gene activation by the molecule
of glucose, also showed a differential expression of 11.97 times overexpressed
in cultures stimulated with glucose. Our results indicate that glucose can

modulate the expression of CD209.

Keywords: Type 1 diabetes, Type 2 diabetes, CD209, DC-SIGN and glucose.
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1 INTRODUCAO

O Diabetes Mellitus (DM) é uma desordem metabdlica caracterizada por
hiperglicemia resultante de defeitos na secre¢&o de insulina, em sua agao ou
em ambas, podendo levar a disfuncdo de véarios 6rgdos e progressivas
complicacbes, além de maior risco de desenvolvimento de doencas
cardiovasculares (HU et al., 2011). O DM é classificado em tipo 1 (DM1) e 2
(DM2), sendo este ultimo responsavel por 90% dos casos mundiais (WHITING
et al., 2011).

O DM1 e DM2 tem como caracteristica em comum altos niveis de
glicose circulante (IDF, 2015). A homeostasia glicémica requer uma estreita
regulacdo quantitativa e temporal do fluxo de glicose por diferentes 6rgdos. A
maioria da glicose circulante no corpo encontra-se em uma configuracao
estavel, sendo essa, similar as caracteristicas bioquimicas da parede celular de
bactérias comensais encontradas no individuo (SINGH et al., 2014).

No sistema imunoldgico, as interacdes hospedeiro-patégeno e
hospedeiro-hospedeiro acontecem através do reconhecimento e ligacdo de
oligossacarideos nos denominados receptores lectinas tipo C (CLRsS), que irdo
induzir uma resposta imune especifica. Diversas lectinas tipo C reconhecem
oligossacarideos ricos em acucares do tipo manose e fucose, possuindo esses
uma estrutura semelhante a glicose (DRICKAMER; TAYLOR, 2015).

A imunidade inata e adaptativa estdo intimamente ligadas e apresentam
uma interregulacdo. A resposta imune inata inicia-se com o reconhecimento do
organismo invasor, producdo de agentes inflamatérios que estimulam a
resposta adaptativa, reconhecimento e processamento de antigenos e
posterior ativacao de linfocitos (LEE, 2011). As células dendriticas (DCs) sao
um componente do sistema imune inato que estao intimamente relacionadas
com a modulagcédo da resposta imune. Dentre os diversos CLRs encontrados
nas DCs o DC-SIGN (CD209) reconhece estruturas glicanas especificamente a
manose (GEIJTENBEEK et al., 2000).

Devido a similaridade estereoquimica encontrada entre as estruturas de
glicose e manose, e a capacidade de estimulacdo da expressdo do gene

CD209 pelos lipopolissacarideos ricos em manose encontrados na parede
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celular de bactérias, esse trabalho procurou identificar a capacidade de
ativacdo desse gene pela molécula de glicose. Aléem disso, avaliamos se as
fungbes preditas para os polimorfismos (rs735239) e (rs4804803) encontrados
na regido promotora do CD209 podem ser confirmadas em ensaios celulares.

Até o momento, sabe-se que polimorfismos no gene do DC-SIGN
exercem um papel importante na imunidade dos individuos, com destaque para
o rs735239 (DA SILVA et al., 2014) associado diretamente com o DML.
Entretanto, a maneira como a presenca deste SNP modula a resposta
inflamatoria ainda é desconhecida. Com base na hip6tese proposta por llyas et
al. (2011) sobre o reconhecimento de acUcares por células do sistema imune e
a hipotese proposta por Silva et al. (2014) onde o excesso de glicose em
pacientes com DM1 e DM2 levaria a uma resposta anti-inflamatoria, €
importante avaliar funcionalmente se tais hipéteses sdo de fato verdadeiras.
Sabendo que a glicose pode ativar vias que antes eram conhecidamente
pertencentes a doencas infecciosas, como HIV e Tuberculose por exemplo,
pode-se identificar novos alvos de tratamento para os pacientes diabéticos que
possam levar a um aumento da qualidade de vida através da diminui¢do de co-

morbidades inflamatérias associadas a doenca.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CONCEITO E EPIDEMIOLOGIA DO DIABETES MELLITUS

De acordo com a American Diabetes Association (ADA), o Diabetes
Mellitus (DM) corresponde a um grupo de doencas metabdlicas caracterizadas
por hiperglicemia resultante de defeitos na secrecdo e/ou na acao da insulina.
Varios processos patogénicos estdo associados ao desenvolvimento do DM
(CANIVELL; GOMIS, 2014).

O DM é considerado uma doenca complexa, afetando aproximadamente
415 milhées de pessoas no mundo, o que resulta em 5,4% da populacdo
mundial adulta. Em aproximadamente 50% destas pessoas, o diabetes ainda
nao foi diagnosticado, prosseguindo a sua evolugdo de maneira silenciosa. Se
os padrdes demograficos atuais continuarem, a atual estimativa prevé que até
2040, existirdo 642 milhdes de diabéticos no mundo (Figura 01)
(GUARIGUATA et al., 2014; IDF, 2015).

No Brasil, segundo estimativas da Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), o numero de diabéticos encontra-se em torno de 14,3 milhdes,
posicionando o pais em quarto lugar de acordo com o numero de adultos
acometidos pela doenca. Dados atualizados do Ministério da Salde e indices
do Sistema Unico de Satde (SUS) reportam que as complicaces associadas
ao diabetes totalizam 99% das mortes prematuras, sendo a maior causa de
mortalidade e hospitalizacées no Brasil (IDF, 2015; MINISTERIO DA SAUDE,
2013).

Segundo os critérios atuais da OMS e da ADA, o diagndéstico da doenca
€ baseado em uma das seguintes anormalidades: i) niveis de hemoglobina
A1C (HblAc) = 5%, glicose de jejum = 7 mg/dL, glicose plasmatica ao acaso 2
11,1 mg/dL, associadas com sintomas de poliuria, polidipsia e perda de peso
inexplicada; ii) glicose plasmatica = 11,1 mg/dL duas horas depois da carga de
glicose em teste oral de tolerancia a glicose (CANIVELL; GOMIS, 2014).

A classificacdo do DM proposta pela OMS (ALBERTI; ZIMMET, 1998)
inclui quatro classes clinicas de diabetes de acordo com as diferengas
etiologicas em: diabetes mellitus tipo 1 (DM1), diabetes mellitus tipo 2 (DM2),
diabetes mellitus gestacional (DMG); e ainda, tipos especificos, incluindo

defeitos genéticos na funcdo das células R; defeitos genéticos na agcdo da
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insulina; doenca do pancreas exocrino, endocrinopatias, formas induzidas por
compostos quimicos ou drogas, diabetes induzido por infeccdo, formas
incomuns de diabetes imuno-mediadas e outras sindromes genéticas

associadas ao diabetes.

North America and
Caribbean

201544.3 million rE ’, -
2040 60.5 million 4%; ¥ ?f o e v

i Europe

.9;,&”

\ﬂ'ﬁ 201559.8 million

+ Western Pacific
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[®  ",200214.8 million

Y A
\ A
South East\ #:
Asia \MF ‘1&"'

South and 'znm 140.2 million
Central America
2015 29.6 million

20:048.8 million

2015 14.2 million
2040 34.2 million )

Figura 01: Numero estimado de pessoas com diabetes no mundo e por regidao em 2015 e
estimativa para o ano 2040. Fonte: IDF (2015)

2.2 CLASSIFICACAO DO DIABETES MELLITUS

A maioria dos casos de DM estéa incluindo em duas principais categorias
classificadas de acordo com a etiologia. O DM1, cuja causa € uma deficiéncia
na secrecdo da insulina, e o DM2, sendo a categoria mais prevalente, cuja
causa é a combinacgdo da resisténcia a insulina e uma resposta compensatoria
da secrecéo de insulina inadequada (SATO; IWAMOTO, 2013).

2.2.1 Diabetes Mellitus tipo 1
O DML1 é uma doenga autoimune decorrente da destrui¢céo das células 3
pancreaticas resultando em uma deficiéncia de insulina ou ainda, na auséncia

de evidéncias de processo autoimune, referida como idiopética. E considerada
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uma doenca de etiologia multipla, onde ha a associacédo de fatores, genéticos,
ambientais e imunologicos (KATSAROU et al., 2017).

O DMl afeta individuos geneticamente susceptiveis, 0s quais
apresentam marcadores de autoimuninidade como o0s autoanticorpos anti-
insulina, antidescarboxilase do acido glutamico e antitirosina-fosfatases. Esses
anticorpos podem estar presentes meses ou anos antes do diagndstico clinico
em até 90% dos individuos quando € detectada a hiperglicemia. Além do
comportamento autoimune, o DM1 apresenta intensa associagdo com
determinados genes do sistema antigeno leucocitario humano (HLA),
sobretudo os de classe Il DR3, DR4 e DQ, responsaveis por 40% do
componente genético desta doenca cronica. As manifestacdes clinicas do
DM1, no entanto, s6 se tornam evidentes tardiamente quando ja ocorreu o
comprometimento de cerca de 90% das células beta pancreaticas
(LAMPASONA; LIBERATI, 2016; POCIOT; LERNMARK, 2016; WANG et al.,
2017).

A doenca afeta predominantemente criangas e adolescentes, com 0 pico
de inicio entre 11 e 12 anos de idade. Esse fato é corroborado pela taxa de
prevaléncia elevada, ja que o DM1 é descrita como a segunda doenca cronica
mais frequente nessa faixa etaria, sendo superada apenas pela asma. Além
disso, o DM1 é considerado uma das doencas hereditarias mais comuns
(KATSAROU et al., 2017; WANG et al., 2017). Em relacéo a incidéncia, o DM1
tem grande variabilidade, sendo encontrada uma taxa bastante elevada em
paises com descendéncia caucasiana, como a Finlandia (40 casos/ 100.000
nascimentos/ano) ao passo que em paises asiaticos as taxas sao
significativamente menores (inferiores a 3/100.000 nascimentos/ano) (DELLA
MANNA et al.,, 2016). No Brasil os dados disponiveis estimam em 7,6
individuos afetados em 100.000 nascimentos/ano (FERREIRA et al., 1993;
LISBOA et al., 1998).

2.2.2 Diabetes Mellitus tipo 2
O DM2 é o tipo mais prevalente da doenca e sua causa € uma
combinacdo de resisténcia a acdo da insulina e uma resposta compensatoria

inadequada da secrecdo desse hormoénio. O diagnéstico, na maioria dos casos,
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e feito a partir dos 40 anos de idade, embora possa ocorrer mais cedo.
Abrange de 85% a 90% do total de casos de DM (LAWLOR et al., 2017).

Considerado o principal problema de saude publica, devido ao aumento
no risco de doencas cardiacas, derrames e complicacbes microvasculares
como cegueira, insuficiéncia renal, neuropatia periférica. A mudanca do estilo
de vida, incluindo alteracbes de habitos alimentares, como por exemplo, a
ingestdo de alimentos caldricos em excesso (gorduras e carboidratos), e a
diminuicdo de atividade fisica tém sido indicativos de causa do aumento da
doenca, sendo possivel caracteriza-la como pandémica (ADA, 2014).

Os fatores genéticos exercem forte influéncia no desenvolvimento do
DM2, sendo atualmente descritos na literatura, em torno de 320 genes de
susceptibilidade a doenca para o organismo humano (ALI, 2013). Nos ultimos
sete anos, estudos de ligacéo e avaliacdo do genoma completo caracterizaram,
aproximadamente, 175 novos genes com predominancia de variacfes
nucleotidicas pontuais (SNPs — single nucleotide polymorphisms). A
diversidade de SNPs em regides néo-codificadores desses genes,
individualmente, possuem efeito irrisério no mecanismo da doenca, entretanto,
em conjunto, a somatéria da expressdo simultanea de diversos genes pode
contribuir com a susceptibilidade ao DM2 (GRARUP et al., 2014; MORRIS et
al., 2012; PRASAD; GROOP, 2015).

Como exposto, ha uma grande diversidade de genes influenciando o
desenvolvimento do DM2, a maioria deles estd envolvido na alteracdo da
funcdo, desenvolvimento e regulagdo da massa de células 3 (LAWLOR et al.,
2017). Outros grupos de genes estdo associados indiretamente ao DM2,
envolvidos com a predisposi¢cdo a obesidade, altos niveis de colesterol total,
LDL, baixo nivel de HDL, dentre outros fatores, cujas atividades acarretam

alteragdes no processo de secrecao da insulina (GRARUP et al., 2014).

2.2.3 Diabetes Mellitus gestacional

O DM gestacional (DMG) é uma desordem heterogénea caracterizada
pela intolerdncia aos carboidratos, intolerancia a glicose, hiperglicemia em
variados graus de intensidade, com inicio ou diagnosticada pela primeira vez
durante a gestacdo (ADA, 2014). A hiperglicemia € o disturbio metabdlico mais

comum que complica as gestacdes em todo o mundo, cerca de uma em cada
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sete mulheres (14%) tem a gravidez complicada pela hiperglicemia (SACKS et
al., 2012). No entanto, essa percentual de gestantes afetadas varia de 1 a
14%, dependendo da populacdo estudada e dos critérios diagndsticos
empregados, resultando em mais de 200.000 casos anualmente (ADA, 2014;
CHEUNG; BYTH, 2003; IDF, 2015).

O DMG e o DM2 compartilham de fisiopatologia similar, os estudos
mostram que muitas variacdes genéticas que aumentam o0s riscos de
sobrepeso, obesidade, inflamacdo, hiperglicemia e DM2 s&do também
associadas ao DMG, sugerindo um fundo genético comum a estas duas
condicbes e que defeitos tanto na secrecdo quanto na acdo da insulina
também sao cruciais para o desenvolvimento do DMG (BAJAJ; GROSS, 2015;
LOWE et al., 2016; YAN; YANG, 2014). Além disso, o DMG é recorrente em
pelo menos 30% das mulheres com antecedente de diabetes gestacional em
gravidezes anteriores, sugerindo que ha um subgrupo de mulheres que podem

ser geneticamente predispostas a desenvolver o DMG (BAJAJ; GROSS, 2015).

2.3 PATOGENESE DO DIABETES MELLITUS

O DM1 é uma doenca de evolucdo lenta com desenvolvimento
progressivo ao longo dos anos, caracterizando a fase pré-clinica da doenca.
Os estudos apontam que, no periodo de manifestacdo da doenca, mais de
90% das células secretoras de insulina ja foram destruidas, estando em alguns
casos, praticamente ausentes (CAMPBELL-THOMPSON et al., 2013).

O DM1 é caracterizado pela destruicdo autoimune da células R
pancreaticas, apresentando aspecto genético complexo, com mdltiplos genes
envolvidos. O percentual de concordancia em gémeos monozigoticos (30 a
50%), bem como, um baixo risco de irm&os desenvolverem simultaneamente
este tipo de diabetes, refletem o papel genético e ambiental na etiologia do
DM1 (CARDENAS-ROLDAN et al., 2013). Uma ampla variedade de
marcadores, como os anticorpos anticélulas das ilhotas (I-CAs), anti-insulina
(IAAs), antiacido glutdamico descarboxilase (GAD-56) e antitirosina fosfatases
IA-2 e 1A-2B, estao relacionados com o desenvolvimento do DM1. Geralmente,
pelo menos um desses marcadores € encontrado em 85-90% dos individuos
com hiperglicemia em jejum, observada no inicio da doenca (CANIVELL;
GOMIS, 2014; DELLA MANNA et al., 2016).
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A patogénese do DML1 se inicia apds o estimulo de fatores genéticos e
ambientais. A apresentacdo de auto-antigenos especificos das células 3 pelas
células apresentadoras de antigenos (APC) a células ThO em associagdo com
moléculas do complexo de histocompatibilidade de classe Il (MHC-II, do inglés:
Major Histocompatibility Complex class Il), é considerado o processo inicial da
doenca. Os macrofagos e células dendriticas secretam IL-12 que promove a
diferenciacdo das células ThO em Thl (MAUVAIS; DIANA; VAN ENDERT,
2016; ZIEGLER; NEPOM, 2010).

A acdo destes fatores provoca o aumento da producdo de interferon
gama (IFN-y) e do MHC-I, expondo as células 3 pancreaticas ao ataque das
células T CD8" autorreativas. Posteriormente, as ceélulas 3 liberam auto-
antigenos que estimulam a perforina, fator de necrose tumoral (TNF-a) e IFN-y,
gue beneficiam a resposta das células T efetoras sobre a funcéo das células T
regulatérias (Treg). Este evento, inicia a conversdo das células B em
plasmacitos, via células T CD4*, e consequentemente ocorre a producdo de
auto-anticorpos. O processo imune e inflamatoério, desencadeado na ilhota
pancreatica, culmina com a destruicdo das células B em razdo de um infiltrado
de linfécitos mononucleares, macrofagos e células natural killer, configurando o
quadro de insulite. Como consequéncia desse processo, instala-se a
hiperglicemia devido a deficiéncia da secrecao de insulina (Figura 02) (BELLE;
COPPIETERS; HERRATH, 2011).

O DM2 é um dos tipos mais complicados e prevalentes do diabetes (IDF,
2015). Diversas propostas e hipétese tém sido sugeridas para descrever 0s
mecanismos, que sdo normalmente associados com a propagac¢do do DM2
(HALBAN et al.,, 2014; KWON; PESSIN, 2013). Obesidade, envelhecimento,
disfuncdo das células 3, acumulo lipidico nos 0rgaos, estresse oxidativo,
inflamag0des teciduais e sedentarismo sao os fatores de risco mais conhecidos
para a ligacdo com a resisténcia a insulina e, subsequente, progressao no DM2
(LEY et al., 2014; TANGVARASITTICHAI, 2015). Curiosamente, além desses
fatores, os participantes autoimunes que causam a inflamacéo também estédo
sendo associados como participantes na resisténcia a insuina pois, afetam as
células 3 das ilhotas pancreéticas (GRANT; DIXIT, 2013).
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Figura 02: Os principais componentes envolvidos no processos que leva a destruicdo das
células no DM1. Fonte: Adaptado de Roep&Peakman (2010).

No DM2, o principal fenémeno fisiopatolégico é a resisténcia a acdo da
insulina, diminuindo a captacdo de glicose em tecidos insulino-dependentes,
entretanto, outros fendmenos importantes para o estabelecimento da doenca
sdo conhecidos, como por exemplo, a desregulacdo da producdo hepética de
glicose. No inicio da doenca, em resposta a esta resisténcia, ocorre a
hiperinsulinemia compesatoria, onde as ilhotas pancreaticas aumentam a sua
massa celular e a secrecdo da insulina (Figura 03). Entretanto, quando essas
células tornam-se incapazes de compensar a resisténcia a insulina, a
deficiéncia de insulina ocorre nos tecidos periféricos, o que culmina no
desenvolvimento do DM2. Uma vez que o DMZ2 inicia, ocorre o aumento das
consequéncias clinicas a longo prazo, que podem incluir aterosclerose,
neuropatia, retinopatia e nefropatias (DONATH; SHOELSON, 2011, IDF, 2015).

Embora, como mencionado anteriormente, existam muitos fatores
patogénicos envolvidos no DM2, a avaliagdo de qual mecanismo esta
envolvido entre os diferentes tecidos € particularmente dificil, no entanto, é
importante ressaltar que todos 0s mecanismos responsaveis pelo estresse
celular se sobrepbem e provocam a inflamagdo do tecido pancreatico
(DONATH et al., 2009; DONATH; SHOELSON, 2011). O DM2 é caracterizado

pela secrecao de insulina desregulada e seus efeitos relacionados, em termo
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de patogénese, a glucolipotoxicidade pode ser declarada como um dos fatores
essenciais do DM2. Sendo esta, um termo comum utilizado em combinacao
para a glucotoxicidade e a lipotoxicidade, ja que, ambos progridem
simultaneamente (FU; R. GILBERT,; LIU, 2013).

a Normal

”0 Glicose
o Y
Células
pancreaticas

Tecido
Adiposo

b Pré-diabético

‘g’o
&l

Célula T

Macrofago

Nature Reviews | Drug Discovery

Figura 03: O desenvolvimento do diabetes tipo 2. Fonte:Adaptado de Donath (2014)

2.4 IMUNOGENETICA DO DIABETES MELLITUS

O sistema imune desempenha um papel central no estabelecimento do
DM1, quatro décadas de estudos sobre essa doenca tém demonstrado que
genes relacionados com o0 sistema imune, especificamente, aqueles
responsaveis por codificar as proteinas do antigeno leucocitario humano (HLA,
do inglés Human Leucocyte Antigens); conferem o maior risco genético para a
doenca. Os haploétipos do gene HLA classe Il, HLA DR e DQ, séo reconhecidos
como importantes marcadores de susceptibilidade ao DM1 (ERLICH et al.,
2008; NOBLE, 2015).
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O efeito do l6écus HLA no risco do DM1 é provavelmente devido a
apresentacao inadequada de auto-antigenos para o linfocito durante o seu
processo de maturacdo no timo, levando a ineficiente delecdo dos linfécitos
auto-reativos. Em concordancia com esta hipGtese, a expressao transgénica
dos alelos de risco da classe Il do sistema HLA em camundongos sensibiliza o
sistema imune para auto-antigenos da célula R-pancreatica (YANG;
SANTAMARIA, 2006). Com o advento dos estudos de associagdo humana
(Genome-Wide Association studies — GWASs), aliado aos avanc¢os tecnoldgicos
de genotipagem e ao conhecimento do genoma humano, foi possivel a
realizacdo de analises estatisticamente robustas que permitiram identificar
novos genes relacionados com o DM1 que néo estédo localizados no l6cus HLA
(POCIOT; LERNMARK, 2016). Esses genes estao envolvidos, basicamente,
em trés categorias gerais de atuacao: funcdo imune (engloba a maioria dos
genes), expressdo da insulina e funcdo da célula R-pancreatica (NOBLE,
2015).

Estudos mais recentes de mapeamento genético e de gene-fendtipo
descrevem possiveis origens para o DM1 através da indicacdo de vias
bioldgicas potencialmente relevantes na doenca, como por exemplo as vias de
resposta ao stress e a inflamacdo (BRORSSON et al., 2010). A maioria dos
genes candidatos para o DM1 sdo expressos nas ilhotas pancreaticas,
sugerindo que eles regulam ao menos parte dos mecanismos patogénicos a
nivel de células 3. Além disso, outros estudos apontam que alguns destes
genes candidatos regulam a inflamacdo pancreédtica e a apoptose dessas
células (NOBLE, 2015; SANTIN; EIZIRIK, 2013).

No que diz respeito ao DM2, fatores genéticos e ambientais estédo
envolvidos na patogénese da doencga. A importancia da hereditariedade no
DM2 se apoia em varios fatos, entre 0s quais: a) a concordancia entre gémeos
monozigoticos para o DM2 é de 50 a 80%, sendo muito superior a observada
em gémeos dizigéticos (menos de 20%); b) estudos epidemiolégicos
demonstram haver uma grande variacdo na prevaléncia do DM2 em diferentes
grupos étnicos, desde valores baixos como 1% em algumas populacdes
orientais até cerca de 50% em grupos isolados como os indios Pima do

Arizona; c) resultados positivos de numerosos estudos genéticos (HNF1A,
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HNF1B, PPARG e etc.) (ALI, 2013; GRARUP et al., 2014; PRASAD; GROOP,
2015).

O DM2 se apresenta nas familias como um cluster genético, sendo
considerado hereditario. O risco relativo de parentes de um individuo com DM2
desenvolverem a doenca, quando comparado com familias onde a doenca nao
€ encontrada, é de aproximadamente 2 a 3, entretanto esse numero aumenta
para 30 caso dois irmaos sejam portadores da doenca. O risco em desenvolver
o DM2 é maior se a mée for diabética tipo 2, quando comparado se o pai €
portador da doenca (ALMGREN et al., 2011; HEMMINKI et al., 2010).

A identificacdo de genes responsaveis pelo desenvolvimento de
doencas poligénicas complexas, como por exemplo o DM2, tém sido um
desafio. Entretanto, a diferenca nessa identificacdo aconteceu em 2007 com 0s
estudos de associacdo GWAS que relataram variantes genéticas comuns
associadas ao DM2. Um polimorfismo de nucleotideo unico (SNP) no TCF7L2
possui a associa¢cdo mais forte com o DM2, entretanto SNPs em outros genes
também tém sido associados com o DM2, incluindo SLC30A8, CDKAL1,
CDKN2A, CDKN2B, HHEX, IGF2BP2, GCKR entre outros (FUCHSBERGER et
al., 2016; GRARUP et al., 2014; LYSSENKO et al., 2007; SAXENA et al., 2007)

2.5 AS CELULAS DENDRITICAS

As células dendriticas (DC), conhecidas normalmente como células
apresentadoras de antigeno (APC), desempenham um papel fundamental na
modulacdo da resposta imunoldgica. Estas células caracterizam-se pela
capacidade de captar, processar e apresentar antigenos aos linfocitos T; séo
consideradas as APCs mais eficientes em ativar os linfocitos T (MBONGUE et
al., 2017).

As DCs foram observadas pela primeira vez na pele em 1868, por Paul
Langerhans, tendo sido batizadas com o0 seu nome e erroneamente
consideradas células nervosas cutaneas. Mais de um século depois, em 1973,
Ralph Steinmann e Zanvil Cohn descobriram estas células em suspensodes
celulares do baco de ratos e, com base na sua morfologia peculiar
caracterizada por prolongamentos ou dendritos, designaram-nas “células
dendriticas” (STEINMAN; COHN, 1973; ZHOU; WU, 2017).
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As DCs se originam na medula Ossea a partir da célula-tronco
hematopoiética pluripotente que, por diferenciacdo sucessiva, da origem ao
monadcito. Este, por sua vez se diferencia em célula dendritica imatura no
tecido epitelial e, ap6s o processo de maturacdo, migra para os linfonodos. As
DCs em seu estado imaturo estdo localizadas em tecidos periféricos,
particularmente em locais de interface com o0 meio externo, tais como a pele e
mucosa, onde formam um sistema de vigilancia que tem como objetivo detectar
e capturar antigenos externos. As DCs imaturas expressam receptores de
membrana que se ligam aos antigenos: receptores de manose que atuam na
ligacdo e ingestdo de microrganismos e receptores Toll que atuam na ativacao
de fagocitos e resposta a diferentes tipos e componentes celulares (AUDIGER
et al., 2017; AUSTYN, 2016; QUINTANA, 2017).

Apos a interacdo com o antigeno, as DCs migram, de modo seletivo, dos
tecidos periféricos para os orgaos linfoides secundarios, onde interagem com
os linfocitos T, ativando-os e desencadeando a resposta imunolégica. Durante
este percurso, ocorre o processo de maturagdo, no qual as DCs processam 0
antigeno e o apresentam a sua superficie, associado a moléculas do MHC.
Neste processo, as DCs sofrem modificacBes fenotipicas e funcionais, tais
como a perda da capacidade de captar e processar antigenos e o aumento da
expressdo de moléculas acessorias (WORBS; HAMMERSCHMIDT; FORSTER,
2016). O processo de maturacédo das DCs consiste em uma série de mudancas
fenotipicas que estdo ligadas ao aumento da capacidade de processar
antigenos e ativar os linfocitos. Essas mudancas incluem aumento da
expressdo de complexos peptideo — MHC, aumento da expressdo de CD48 e
CD58 que favorecem a ligacéo a células T, além de aumento de moléculas co-
estimulatorias como CD80 e CD86, produgdo de quimiocinas, citocinas como
IL-12 e interferons do tipo | (GUILLIAMS et al., 2014; SCHLITZER;
MCGOVERN; GINHOUX, 2015).

As alteracOes descritas acima permitem que haja a apresentacédo dos
antigenos as linfécitos T CD4* e T CD8*, induzindo-os a desenvolverem uma
resposta especifica. Esse processo pode modular a atividade das células T
auxiliadoras do tipo | e Il, acdo citotoxica das células T CD8*, producao de
anticorpos por linfécitos B, memoria imunolégica, ativacdo de ceélulas natural

killers, dentre outros. J& na auséncia desses sinais de perigo as DCs induzem



28

tolerancia. Esta se da ativando linfécitos T reguladores e também induzindo a
proliferacdo de células T CD4* ndo responsivas. Dessa maneira, as DCs
participam do processo de tolerancia imunolégica, prevenindo ataques contra o
préprio organismo (WORBS; HAMMERSCHMIDT; FORSTER, 2016).

Classicamente, as DCs sao derivadas de células tronco hematopoiéticas
que possuem duas origens: i) diferenciadas a partir de precursores mieldide
(mDC) as quais expressam CD11c e ii) diferenciadas a partir de precursores
linfoides (pDC) que sdo CD123+. As DCs derivadas dos precursores mieldides
CD34+/CD13+ podem ser classificadas em dois tipos de subpopulacdes
diferentes, as CDla+ e as CD14+. As células CD1l1a+, conhecidas como células
de Langerhans, caracterizam-se por ter granulos no citoplasma e estao
localizadas na epiderme; ja as células CD14+ possuem a capacidade de se
diferenciar em mDC e ndo apresentam granulos. As pDC séo de origem linfoide
e estdo presentes na circulacdo sanguinea e nos orgaos linfoides secundarios,
entretanto, as mDCs podem ser diferenciadas in vitro a partir de mondcitos
obtidos de células mononucleares de sangue periférico estimulados com as
citocinas GM-CSF e IL-4 (AUSTYN, 2016; MILDNER; JUNG, 2014).

2.5.1 Reconhecimento de patégenos pelas DCs

O reconhecimento dos diferentes microrganismos pelas APCs, como as
DCs, é feito por receptores expressos em sua membrana que interagem com
padrées moleculares presentes em  patégenos (PAMPsS) como
lipopolissacarideos (LPS), lipoproteinas, acidos nucléicos e carboidratos
(PULENDRAN, 2015). Dentre estes receptores estdo os do tipo Toll (TLRsS) e
receptores de lectina tipo C (CLRs) que ligados seletivamente, geram sinais
intracelulares de ativacdo e maturacdo celular, seguida de producdo de
mediadores solUveis e aumento da expressdo de moléculas coestimuladoras
0s quais podem determinar, durante a apresentacdo antigénica, a polarizacdo
dos linfécitos T CD4* para Thl, Th2, Thl7 ou Treg (AUSTYN, 2016;
ENGERING et al., 2002; GEIJTENBEEK; GRINGHUIS, 2016; VAN KOOYK;,
GEIJTENBEEK, 2003).
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2.5.2 Papel das DCs no Diabetes Mellitus

As DCs, atuam no sistema imunoldgico pela apresentacdo de particulas
antigénicas para os linfécitos T, podendo assim induzir uma resposta imune,
gerar tolerdncia ou criar a memaria imunolégica (GANGULY et al., 2013). A
captura de antigenos pode ocorrer por fagocitose, macropinocitose e
endocitose onde o antigeno sera processado e apresentado em moléculas de
MHC na superficie celular. A constante migracdo de células imaturas para os
linfonodos e a apresentacdo de antigenos proprios na superficie celular
constituem elementos importantes na manutencdo da tolerancia (HESPEL;
MOSER, 2012).

As DCs promovem uma conexdo entre o sistema imune inato e o
adaptativo (STEINMAN, 2012) através de trés sinais, onde o primeiro sinal é
constituido pela ligacdo do complexo MHC:peptideo ao receptor de células T
(TCR). O segundo sinal é estabelecido através da expressdo de moléculas
coestimuladoras na superficie das DCs e ligagdo destes a receptores
especificos encontrados nos linfécitos T. Por fim, o terceito sinal é feito por
mediadores soltveis como IL-12, TNF-a, IL-6 e IL-15, também importantes
para a ativacao de células T naive (HUBO et al., 2013).

Em determinadas condicbes, o sistema imune pode sofrer falhar
comprometendo o sistema de protecédo, que pode ser alterado pelo aumento na
proliferacdo ou deficiéncia de alguns componentes. Essa desregulacédo pode
direcionar o sistema imune a responder contra o préprio organismo, ou seja,
afetar o mecanismo de tolerancia, contribuindo para o surgimento da
autoimunidade. Esse mecanismo € uma propriedade fundamental do sistema
imunoldégico normal, pois atua na destruicdo ou inativagdo de linfécitos que
reconhecem antigenos préprios (KUHN et al., 2016).

Em contraste as DCs encontradas nos outros érgédos linféides, as DCs
do timo possuem uma alta capacidade de apresentacdo de antigenos, sendo
ainda, apta a apresentar antigenos a células T CD8* na auséncia de perigo ou
sinais inflamatérios. A destruicdo das células 3 pancreaticas no DM1 é
desencadeada pela infiltracdo de linfécitos Tautorreativos, a falha na tolerancia
€ mediada por células linfocitarias, macrofagos, células dendriticas e natural
killer, que irdo infiltrar-se nas ilhotas pancreaticas, destruindo as células 3

produtoras de insulina, provocando um processo inflamatério denominado de
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insulite (GUERDER et al., 2013; LEE, 2011; MAUVAIS; DIANA; VAN ENDERT,
2016).

2.5.3 Receptores de lectina tipo C

Dentre outros receptores expressos em APCs e DCs, os CLRs podem
participar da adeséo célula-célula, migracéao celular bem como reconhecimento
tanto de antigenos préprios como de patdégenos contendo oligossacarideos na
sua composicdo. Além disso, apresenta papel relevante na maturacdo das
APCs e, portanto na geracdo da resposta imune especifica (DAMBUZA;
BROWN, 2015; DRICKAMER; TAYLOR, 2015; HOVING; WILSON; BROWN,
2014).

Todos os CLRs possuem sitio de interacdo com glicanos denominado
dominio de reconhecimento de carboidratos (CRD) e dependendo de sua
sequéncia de aminoacidos, o CRD apresenta especificidade para uma ou outra
estrutura contendo residuos de manose, fucose, galactose, N-
AcetilGlucosamina, N-AcetilGalactosamina (Figura 04) (ENGERING et al.,
2002).

Apesar do reconhecimento dos CLRs indicar redundancia na interacéo
com as diferentes estruturas glicanas observa-se maior afinidade ou
seletividade na interagdo entre esses receptores e determinados
monossacarideos nas cadeias presentes em patdgenos. O reconhecimento via
CLRs leva a internalizacdo do patogeno, sua degradacdo e apresentacao
antigénica (JOSHI et al., 2011; VAN LIEMPT et al., 2006). A sinalizacdo pelos
CLRs pode ser mediada por duas vias principais, sendo uma delas por
moléculas adaptadoras contendo ITAMs (tyrosine-based activation motif) e
outra via dependente de proteinas quinases ou fosfatases que diretamente ou
indiretamente interagem com seus dominios citoplasmaticos (DAMBUZA,
BROWN, 2015; GEIJTENBEEK; GRINGHUIS, 2016).
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Figura 04: Tipos de moléculas CLRs encontradas nas células dendriticas. Receptores de
lectinas tipo C sao divididos em dois tipos (I e Il), de acordo com o seu dominio de
reconhecimento de carboidratos (CRD) e sdo importantes para a captura de antigeno. Fonte:
Adaptado de Fidgor, Van Kyook e Adema (2002).

2.5.4 DC-SIGN

O DC-SIGN (Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule 3-
Grabbing Non-integrin), também conhecido como CD209, funciona como um
receptor de adesé&o envolvido na migracao das DCs, assim como, na interagao
DC com as células T. Além disso, esse receptor é responsavel por mediar o
rolamento endotelial e emigracdo das DCs do sangue para os tecidos
periféricos e 6rgaos linféides secundarios (GEIJTENBEEK et al., 2000). No
interior dos 6rgaos linféides, o DC-SIGN, estabelece o contato inicial entre as
DCs e as células T com o intuito de promover o escaneamento do peptideo

MHC realizado pelos receptores da célula T (TCR), demonstrado na Figura 05
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(ZHANG; REN; ZUO, 2014). O reconhecimento de patégenos pelo DC-SIGN,
determina o tipo de reposta imune adaptativa que ira acontecer, através da
modulacao de vias de sinaliza¢do induzidas por outros receptores e, com isso,
promovendo a adaptacdo da resposta imune aos diferentes patdégenos (JOSHI
et al., 2011).

O DC-SIGN é um receptor dependente de calcio que possui trés
dominios: regido N terminal localizada no citoplasma, regido transmembrana e
regido C terminal (extracelular) muito conservada que possui uma lectina que
ird interagir com as glicoproteinas dos patégenos (DOS SANTOS et al., 2017,
ZHANG; REN; ZUO, 2014). O DC-SIGN é capaz de ligar-se a moléculas de
manose e fucose, e menos especificamente, a estruturas de N-
acetilglucosamina (VAN LIEMPT et al., 2006).

Em um nivel genémico, o DC-SIGN é codificado pelo gene DC-SIGN,
gue esta localizado no cromossomo 19p13.3 e possui 6 éxons, sendo regulado
pelo fator de transcricdo PU.1 em combina¢cdo com o MYB ou com 0 RUNXS3, o
gue confere a expressao do gene. Eventos complexos de splicing alternativos
no pré-RNAm do DC-SIGN origina uma matriz de transcritos que codificam
cinco grupos de isoformas da proteina final DC-SIGN. Essas isoformas incluem
associagdo de membrana, formas sollveis e truncadas do DC-SIGN
(MUMMIDI et al., 2001).

O gene possui diferentes polimorfismos de base unica (SNPs) que
afetam a sua expressdo, como por exemplo, os SNPs na posicdo -871
(rs735239 G>A) e -336 (rs4804803 A>G), localizados na regido promotora do
DC-SIGN (ZHU et al., 2010). Devido a sua alta densidade de variagcdes em sua
estrutura varios estudos tém analisado o papel dos polimorfismos nesse gene e
sua relagdo com doencas infecciosas e autoimunes (CAIl et al.,, 2015; DA
SILVA et al., 2014; QU et al., 2015; ZHU et al., 2010). Estudos de predi¢céo da
expresséo génica baseados em polimorfismos revelaram que o rs735239 afeta
a ligacdo do fator de transcricdo Oct-, onde o alelo polimérfico ‘A’ tem sido
predito como responsavel por eliminar o sitio de ligagdo para esse fator,
diminuindo assim a expresséo do DC-SIGN. No polimorfismo rs4804803 o alelo
polimdrfico ‘G’ é descrito como modificador do sitio de ligagdo para o fator de

transcricdo Sp-1, sendo esse alelo responsavel por criar um novo sitio onde o
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fator de transcricdo ird se ligar aumentando assim a expressao génica
(ALAGARASU et al., 2013; SAKUNTABHAI et al., 2005).
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Figura 05: Funcdo do DC-SIGN na migracdo das DCs, respostas da célula T e
processamento do antigeno. (a) pré-DCs sdo originadas na medula éssea e circulam pelo
sangue periférico antes da migracdo para os tecidos periféricos e reconhecimento dos
antigenos (b) nas estruturas linféides, as DCs apresentam os antigenos, em moléculas MHC
classe | ou Il, para os linfécitos T induzindo assim a resposta imune adaptitativa (c) as DCs séo
células profissionais de apresentacdo de antigenos, sendo necessaria a internalizacdo e
processamento dos mesmos para posterior apresentacdo aos linfocitos T CD4* e T CD8*.
Fonte: Adaptado de Sprokholt et al. (2016)
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a expressao do gene CD209 em individuos com diabetes mellitus
tipo 1 e 2 e se a glicose € capaz de estimular a expressdo deste gene em
cultura celular de células dendriticas (DCs) diferenciadas a partir de PBMCs

humanos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Verificar os niveis de expresséo ex-vivo do gene CD209 entre 0s grupos
de pacientes portadores de DM1 e DM2 e em controles sadios;

2. Avaliar a influéncia dos polimorfismos genéticos (rs735239 e rs4804803)
na expressao do CD209 nos grupos de pacientes com DM1 e DM2;

3. Analisar a resposta celular através da expressdo génica do CD209
frente a estimulo de glicose e mimetizador de patégeno em cultura de
células dendriticas.

4. Comparar a expressdo génica do gene CD209 in vitro, em culturas
genotipo-guiadas para os SNPs funcionais rs735339 e rs4804803, de

células dendriticas apés o estimulo com glicose e LPS;
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4 METODOLOGIA

4.1 TIPO DE ESTUDO E GRUPO AMOSTRAL

Trata-se de um estudo retrospectivo do tipo caso-controle. A amostra foi
constituida por pacientes portadores do diabetes mellitus tipo 1 (DM1) e tipo 2
(DM2) e o grupo controle constituido por individuos saudaveis. Elegeu-se para
o estudo 79 individuos, de ambos os géneros, com idades entre 8 e 80 anos.
Desses individuos, 37 séo diabéticos do tipo 1 com idade variando de 8-17
anos, 18 sao diabéticos do tipo 2 com idade variando de 50-80 anos; e, 24 sdo
individuos saudaveis com idade entre 23-87 anos. Os individuos portadores do
DM foram selecionadas de acordo com os critérios de classificacdo da
American Diabetes Association (2011), no servico de referéncia em
endocrinologia do Hospital das Clinicas (HC) da Universidade Federal de
Pernambuco e do Instituto Professor Fernandes Figueira (IMIP), sendo o grupo
controle formado por individuos saudaveis sem histérico de doencgas
autoimunes. O projeto possui autorizacdo do comité de ética do Instituto
Professor Fernandes Figueira com os protocolos 1717/2010 e foi aprovado
pelo Comité de Etica do Centro de Ciéncias da Saude, Universidade Federal
(CEP/CCS/UFPE n°513/11).

4.2 AMOSTRAS BIOLOGICAS

Foram obtidos 12mL de sangue em tubo de acido
etilenodiaminotetracético (EDTA 1,8mg/mL de sangue), mantidos sobre
refrigeracdo até o momento da utilizacdo para o isolamento de RNA e de
células mononucleares. Ambos os isolamentos foram realizados no mesmo dia
da coleta, e todas as etapas foram realizadas no setor de Biologia Molecular do
Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) e no setor de Cultura de
Células do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes (Fiocruz) localizados no

interior da Universidade Federal de Pernambuco.
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43 EXTRACAO0O DE RNA DE SANGUE TOTOAL PERIFERICO DE
PACIENTES E CONTROLES

O é&cido nucléico RNA foi extraido utilizando o reagente TRIzol®
(Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA), durante as etapas de
processamento, apds a adi¢do do cloroférmio (EMSURE®), o RNA permanece
na fase agquosa, sendo obtido por precipitacdo em isopropanol (EMSURE®).

Em todas as amostras, foi utilizado 750 pL de TRIzol® a cada 250 uL de
sangue, com intensa pipetagem para estimular a lise das células e
homogeneizacdo da solucdo. Apds o periodo de 10 minutos de incubacao, a
temperatura ambiente, foram adicionados 150 uyL de cloroférmio. Os tubos
foram agitados vigorosamente durante 15 segundos e incubados em
temperatura ambiente por 3 minutos. As amostras foram submetidas a
centrifugacéo a 12000 g por 15 minutos a 4°C, apos a centrifugacdo, a solucao
apresentou-se separada em uma camada inferior vermelha (fase de
fenol/cloroférmio), uma interfase e uma fase aquosa incolor na por¢ao superior.
A fase aquosa, na qual o RNA esta presente, foi transferida para um microtubo
de 1,5 mL sendo adicionado, posteriormente, 375 uL de isopropanol para a
precipitacdo do RNA. As amostras foram incubadas em temperatura ambiente
durante 10 minutos e, entdo, submetidas a centrifugagdo a 12000 g por 10
minutos a 4°C. Apés a centrifugacdo o sobrenadante foi descartado, sendo
adicionado ao pellet de RNA 750 pL de etanol 75%. As amostras foram
submetidas a suave agitacdo, para promover a remoc¢do de reagentes da
molécula de RNA, e posterior centrifugacdo a 7500 g por 5 minutos a 4°C.
Apés a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e as amostras foram
mantidas em temperatura ambiente durante 10 minutos para secagem. Foi
adicionado 35 uL de agua tratada com dietilpirocarbonato (DEPC) (Ambion®)
com seguinte incubacdo dos microtubos durante 10 minutos a 55°C e

estocagem a -80°C.

4.4 QUANTIFICACAO DAS AMOSTRAS DE RNA TOTAL DE SANGUE
PERIFERICO
Apl6s a extracdo, o RNA obtido foi quantificado pela leitura em

espectrofotometro (NanoDrop 2000 Spectrophotometer, Life Technologies) nos
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comprimentos de onda (A) de 260 e 280 nm. O grau de pureza da amostra foi
verificado através da analise da relacdo entre as leituras em 260 e 280 nm,
sendo a razdo proxima a 2, geralmente, utilizada para classificar uma amostra
de RNA como livre de contaminantes nocivos a amplificagdo in vitro. No

presente estudo, todas as amostras apresentaram razao entre 1,80 e 2,0.

4.5 DIFERENCIAC}AO IN VITRO DE DCS A PARTIR DE MONOCITOS DE
SANGUE PERIFERICO

Mondcitos foram separados de células mononucleares do sangue
periférico (PBMCs) obtidos de 09 individuos sadios, apés a assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Em um tubo contendo 8 mL de
solucéo salina (1X) 8 mL de sangue foi homogeneizado, posteriormente, essa
solucédo foi transferida para um tubo de 50 mL contendo 8 mL de Ficoll-
Paque®. O tubo foi centrifugado a 400 x g por 35 minutos a 19°C, sendo as
células mononucleares transferidas para outro tubo, onde foi adicionado meio
de cultura RPMI-1640, seguindo-se a centrifugacdo de 200 x g por 10 min a
19°C. O sobrenadante foi removido, as células foram lavadas em meio RPMI e
centrifugadas a 100 x g por 10min, tal etapa foi repetida mais duas vezes. Ao
final desta etapa, o rendimento foi de aproximadamente 1x108 células.

As células dendriticas foram obtidas segundo Sallusto & Lanzavecchia
(1994). As células mononucleares foram colocadas em garrafa de 25 mL e
incubadas por 2h a 37°C. As células ndo-aderentes foram desprezadas e as
aderentes cultivadas por sete dias em meio de cultura RPMI suplementado
com 5% de soro fetal bovino (SBF) e 5% do antibidtico penicilina, para
estimular a diferenciacdo em CDs foram utilizados os estimulos GM-CSF
(50ng/mL) e IL-4 (50ng/mL). No 3° e 5° dias de cultura, 50% do meio foi
retirado, completando-se com meio RPMI suplementado, e adicionando os
estimulos de diferenciacdo. No 6° dia de cultura retirou-se 100% do meio,
adicionando-se entdo 10mL de meio novo e suplementando a garrafa,
acrescentou-se LPS (500ng/mL) a fim de promover a ativacdo das células

dendriticas.
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4.6 TRIPSINIZACAO DAS CELULAS DENDRITICAS E ENSAIOS DE
TRATAMENTO

No 8° dia foi realizado o protocolo de tripsinizagcdo, que consiste da
adicao de tripsina para que ocorra o rompimento das juncdes entre as células e
estas se soltem do fundo da garrafa. Para isso, 0 meio de cultivo da garrafa foi
descartado, e adicionado 3 mL de tripsina (solugéo de tripsina a 0,05%), sendo
a garrafa levada para a estufa de cultivo a 37°C durante 2 minutos, para que as
células se soltassem do fundo da garrafa. Com a observacdo do inicio do
desprendimento da camada de células dendriticas das garrafas, visualizada em
microscoépio invertido, as garrafas foram submetidas a suave agitacdo para
facilitar o desprendimento das células aderidas. Para inativar a acdo da
tripsina, foi utilizado o volume de 6 mL de meio RPMI contendo 5% de SFB,
com homogeneizacao cuidadosa da suspenséo celular e centrifugacdo a 200 x
g por 6 minutos a 19°C. Apos a centrifugacdo, o sobrenadante celular com
residuos de tripsina foi descartado e as células ressuspendidas em 7 mL de
meio de cultivo, sendo o procedimento de lavagem das células realizado duas
vezes.

Apbs a ressuspensdo, uma aliquota das células foi corada com azul de
Trypan que cora em azul as células mortas, sendo realizada a contagem do
namero de células por mL com o auxilio da camara de Neubauer. ApGs o
estabelecimento do nimero de células, foi realizada a passagem para placas
de seis pogos com a concentragdo final de 1x10’ células por pogo, sendo
adicionado 2 mL de meio RPMI baixa glicose. Esperou-se 24 horas para a
realizacdo dos estimulos.

Passada as 24 horas da metodologia de tripsinizacdo foram realizados
os tratamentos dividindo as placas em trés grupos: o primeiro com 2ng/mL de
glicose, o segundo com 2ng/mL de LPS e o terceiro com 2ng/mL de glicose e
LPS, sendo ent&o, mantidas a 37°C e 5% de CO:2 durante 24 horas. Apés esse
periodo foi realizada a coleta dos sobrenadantes das culturas e
armazenamento a -80°C para posterior dosagem de citocinas e determinacao

da resposta imune ativada.
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4.7 EXTRAC}AO DE RNA DAS CULTURAS DE CELULAS DENDRITICAS

A extracdo de RNA total foi realizada utilizando o reagente TRIzol®. O
meio de cultura foi retirado do poco e, armazenado para posterior dosagem de
citocinas, foram adicionados 750 uL de TRIzol® em cada poco e a pipetagem
vigorosa foi realizada para promover a lise da células, a solugéo foi incubada
por 10 minutos a temperatura ambiente. O material foi transferido para um
microtubo de 1,5 mL, ao qual foram adicionados 150 pL de cloroférmio,
agitando-se vigorosamente durante 15 segundos. Apéds incubacdo a
temperatura ambiente por 3 minutos, o material foi centrifugado a 12000 x g
por 15 minutos. O sobrenadante incolor foi transferido para um novo microtubo
de 1,5 mL, ao qual foi adicionado 375 L de isopropanol gelado, a solugao foi
incubada a temperatura ambiente durante 10 minutos para promover a
precipitacdo do RNA. Em seguida o material foi centrifugado a 12000 x ¢
durante 10 minutos a 4°C. Apoés descartar o sobrenadante, acrescentou-se 750
ML de etanol 75% ao pellet e o material foi centrifugado a 7500 x g por 5
minutos, apos a lavagem o sobrenadante foi desprezado e o microtubo mantido
aberto por 10 minutos para a secagem do pellet. O RNA foi diluido em 30 pL de
agua tratada com DEPC, sendo armazenado a -80°C. A etapa de quantificacédo
e verificagcdo de pureza da molécula foram similares a etapa descrita para a

verificacdo do RNA total de sangue periférico, previamente descrita (Iltem 4.4).

4.8 SINTESE DE cDNA

O cDNA foi sintetizado a partir do RNA total utilizando o kit ImProm-1I™
Reverse Transcription System (Promega, EUA), seguindo as instrucdes
estabelecidas pelo fabricante. A quantidade de RNA total padronizada para
todas as amostras foi de 500 ng do RNA total isolado tanto das células
dendriticas quanto das amostras de sangue periférico foi utilizado para a

obtencao do cDNA final.
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4.9 PCR EM TEMPO REAL

Os experimentos para a andlise de expressdo foram realizados no
equipamento Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System, utilizando o kit
TagMan® Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems). As sondas
utilizadas para as analises foram as especificas para o gene alvo CD209
(Hs01588349 m1), sendo os genes de referéncia adotados para as andlises da
expressdo de sangue total o GAPDH (Hs02786624 gl) e HPRT1
(02800695 _m1). As reacdes foram incubadas no equipamento seguindo as
condi¢cBes da reacao: 50°C durante 2 minutos, 95°C por 10 minutos, seguido de
40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto; para cada amostra foi
realizada a triplicata técnica da expressado. As leituras de fluorescéncia foram
realizadas pelo equipamento a cada ciclo de amplificacdo e, posteriormente,
analisados pelo Sequence Detection Software (SDS) v1.3 (Applied
Biosystems).

A expressdo quantitativa do gene de referéncia para o tipo celular
especifico avaliado neste trabalho foi realizada por meio de reacdes de RT-
gPCR, utilizando o sistema de fluorescéncia SYBR® Green (Applied
Biosystems, Foster City) para a quantificacdo dos produtos de amplificacdo. As
condicBes de reacdo da RT-gPCR para o gene foi constituida de uma etapa a
50°C por 2 minutos, uma etapa a 95°C por 10 minutos, seguidas por 45 ciclos
de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto, para cada amostra foi realizada
a triplicata técnica da expressdo. As sequéncias do gene controle endégeno
(GUSB), assim como, o tamanho do amplicon e temperatura de anelamento

(T.A.) utilizada nas reacdes de gPCR estédo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Sequéncia dos pares de iniciadores desenhados, tamanho dos amplicons e
temperatura de anelamento utilizada nas reacgdes de qPCR.

Acesso Sequéncia dos inicadores (5'- 3') Amplicon TA.

°C
GenBank Foward Reverse (nt) ¢c)

GUSB NG_016197 CACTGTGGCTGTCACCAAGA TCCGCATCCTCATGCTTGTT 84 81,8°
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Todas as reacfes foram submetidas as mesmas condicdes de analise e
normalizadas pelo sinal do corante de referéncia passiva ROX para a correcao
de flutuacdes na leitura decorrentes a variagbes de volume e evaporacao ao
longo da reacgdo. O resultado, expresso em valor de CT, se refere ao nimero
de ciclos de PCR necessarios para que o sinal fluorescente atinja o limiar de
deteccdo. Os resultados individuais expressos em valores de CT foram a seguir
transferidos para planilhas e agrupados de acordo com o tipo de diabetes
analisado e o controle correspondente, assim como as expressdes das culturas
que foram agrupadas de acordo com o estimulo para a realizacdo da andlise

estatistica.

4.10 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA POR RT-qPCR

Inicialmente realizou-se no préprio equipamento uma analise da curva
de dissociacao (curva de “melting”), a mesma teve como objetivo confirmar a
amplificac@o especifica através da temperatura de dissociacdo do produto de
amplificacdo. Para a realizacdo do calculo da expressdo génica relativa
aplicou-se o método do ACT comparativo; os valores de CT gerados foram
transformados em 2-22CT para a realizagdo das andlises estatisticas, seguida
de normalizacao pelos genes constitutivos.

As variaveis foram testadas quanto a sua distribuicdo normal pelo teste
de Shapiro-Wilk. Apés a confirmacao da normalidade da amostra, foi utilizado o

teste t Student. O nivel de significancia adotado foi menor ou igual a 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 ANALISE DA EXPRESSAO DO GENE CD209 (DC-SIGN) EM INDIVIDUOS
COM DM1 E DM2

Quando analisados os dados referentes a expressao génica a partir de
amostras de sangue periférico (amostra ex-vivo), podemos identificar uma
regulacdo negativa da expressdao do gene CD209 em pacientes com DM
quando comparados com individuos saudaveis. O gréafico 01 mostra a
expressao relativa encontrada entre os individuos diabéticos (DM1 e DM2) em
relacdo ao grupo controle. Para esta analise comparamos o grupo de pacientes
DM como um todo, incluindo DM1 e DM2, versus individuos saudaveis. A
analise comparativa entre os grupos mostrou diferenca estatisticamente
significativa nos niveis de RNAmM do CD209 entre os individuos com DM1 e
DM2 e os controles, sendo a expressdo desse gene aumentada em 2,66

(p=0,0003) e 3,24 (p=0,01), respectivamente entre os grupos analisados.

EXPRESSAO DO GENE
CD209 EM PACIENTES (DM) VERSUS
CONTROLES

*

3,5

- DC-SIGN
2,5
* p<0,05

1.5

0,5
DM1 Controles DM1 DM2 Controles DM2

Gréafico 01: Comparacdo da expressdo do RNAm CD209 entre os diabéticos e o grupo
controle. Andlises utilizando valores obtidos a partir do método 2-22CT, Valores do gréafico
expressos em FC (Fold Change).
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5.2 EXPRESSAO DO RNAm DO CD209 (DC-SIGN) DE ACORODO COM O
GENOTIPO PARA OS POLIMORFISMOS ENCONTRADOS NA REGIAO
5’'UTR DESSE GENE NOS PACIENTES

No presente estudo foi realizada a andlise gendtipo-guiada, utilizando
como referéncia para o perfil de expressdao o gendtipo ancestral, sendo o
gendtipo G/G o ancestral do rs735239 e o gendtipo A/A o ancestral do
rs4804803. Na expressdo gendtipo-guida dos individuos com DM1, os
individuos com o genotipo A/A (rs735239) apresentam a expressao do gene
alvo reduzida em 3,42 vezes quando comparado com o genétipo de referéncia
(p=0,0001). No gendtipo heterozigoto, a presenca do alelo A também esta
associada a uma expressdo diminuida de -1,23 (p=0,005) (Grafico 02). A
influéncia do polimorfismo rs4804803 sobre a expressdo do gene CD209 em
pacientes com DM1 também demonstrou que o gendtipo G/G aumenta a
expressdo desse gene em 3,06 vezes quando comparado ao genotipo
ancestral (p=0,01), mantendo-se o aumento da expressao quando o gendtipo
A/G é analisado 1,56 (p=0,03) (Grafico 02).

EXPRESSAO DO GENE CD209
(GENOTIPO-GUIADA) EM PACIENTES

4 COMDM1 .
3
2 *
1 I I—I—I
G/iA AJA *
0 p<0,05
GIG AIA AIG G/G
-1 T
2 *
-3
I
4 *
rs735239 rs4804803

Gréfico 02 - Expresséo relativa de RNAm do CD209 de acordo com 0 genétipo em
individuos com DML1. Andlises utilizando valores obtidos a partir do método 2-22CT, Valores do
grafico expressos em FC (Fold Change).
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O gréfico 03 apresenta a presenca de polimorfismos e o papel destes na
expressdo de RNAm do CD209 em pacientes com DM2. E possivel observar
no Grafico 03 que a expresséo do gene CD209 encontra-se diminuida em 3,38
vezes no genodtipo A/A (p=7,5x10%) e 2,17 vezes no gendtipo G/A (p=0,01) na
presenca do polimorfismo rs735239, ao passo que a presenca do polimorfismo
rs4804803, aumenta a expressao do gene alvo em 3,56 no gendtipo G/G
(p=4,4x10%) e 1,55 vezes no gendtipo A/G (p=0,001).

EXPRESSAO DO GENE CD209
(GENOTIPO-GUIADA) EM PACIENTES
COM DM2 *

4
3
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Gréfico 03 - Expressao relativa de RNAmM do CD209 de acordo com o gendtipo em
individuos com DM2. Andlises utilizando valores obtidos a partir do método 2-22CT, Valores do
gréfico expressos em FC (Fold Change).

5.3 ANALISE DA EXPRESSAO DO CD209 (DC-SIGN) EM CULTURAS DE
CELULAS DENDRITICAS APOS O ESTIMULO COM GLICOSE E LPS

De forma a avaliar a hipotese proposta por llyas et al. (2011) de que a
glicose seria capaz de alterar a expressédo do DC-SIGN in vivo, realizamos o0s
ensaios in vitro utilizando células dendriticas derivadas de mondcitos
provenientes de sangue total, no qual as células foram divididas em 3 grupos
para a realizacdo do estimulo: o primeiro foi estimulado com uma solucdo de
glicose hiperconcentrada (2ng/mL) — mimetizando o estimulo do paciente

diabético, o segundo com uma solucdo de LPS (2ng/mL) e o terceiro
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estimulado com ambas as solu¢des simultaneamente. Durante o experimento
foi possivel observar um aumento de 11,97 vezes na expressdo de RNAmM do
DC-SIGN (Gréfico 04) nas culturas estimuladas com a glicose (grupo 01)
(p=2,98x101%, sendo o aumento quase igualitArio ao da expressdo das

culturas estimuladas com o do (grupo 02) LPS (12,45 vezes).

EXPRESSAO DO GENE
CD209 EM CULTURA DE CELULAS DENDRITICAS

16 .
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Gréfico 04 - Expressao relativa de RNAm do CD209 de acordo com o estimulo utilizado
em células dendriticas. Andlises utilizando valores obtidos a partir do método 2-22CT, Valores
do grafico expressos em FC (Fold Change).

5.4 EXPRESSAO DO RNAm DO CD209 (DC-SIGN) DE ACORDO COM O
GENOTIPO PARA OS POLIMORFISMOS ENCONTRADOS NA REGIAO
5'UTR DESSE GENE EM CULTURA DE CELULAS DENDRITICAS

Com o intuito de verificar se as fungdes preditas, por Algarasu et. al
(2013) para o rs735239 e Sakuntabhai et. al (2005) para o rs4804803, para 0s
polimorfismos na regido 5UTR do gene CD209 sdo exatas realizamos os
ensaios in vitro genotipo-guiado utilizando células dendriticas. Ao longo das
analises, foi adotado como referéncia para o perfil de expressédo do gene alvo
(CD209) o gendtipo ancestral para cada polimorfismo, sendo o gendtipo G/G
para o rs735239 e o gendtipo A/A para o rs4808803. Os resultados obtidos sédo
apresentados no Gréfico 05, sendo possivel observar que a expressao do gene
CD209 encontra-se diminuida em 2,71 vezes no genétipo A/A (p=8,58x107°) e
1,35 vezes no gendtipo G/A (p=0,003) na presenca do polimorfismo rs735239,
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engquanto que a presenca do polimorfismo rs4804803, aumenta a expressao do
gene alvo em 2,58 para o genoétipo G/G (p=0,001) e 1,89 para o genétipo A/G
(p=0,02).

EXPRESSAO DO GENE CD209
(GENOTIPO-GUIADA) EM CULTURA DE
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Gréfico 05 - Expresséo relativa de RNAm do CD209 de acordo com o gendtipo em células
dendriticas estimuladas com glicose e LPS simultaneamente. Andlises utilizando valores
obtidos a partir do método 2-22CT. Valores do gréafico expressos em FC (Fold Change).
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6 DISCUSSAO

O presente estudo verificou a existéncia de uma diferenca de expressao
do CD209 entre os grupos de diabéticos e o grupo controle. O CD209
apresentou expressdo aumentada no grupo dos pacientes com DM quando
comparamos com individuos saudaveis. Ademais, ocorre 0 aumento na
expressdo desse gene nas células dendriticas (DCs) ap6s o estimulo com
glicose.

As DCs séo consideradas apresentadoras de antigenos “profissionais”,
relacionando a resposta imune inata a resposta imune adaptativa (SALLUSTO;
LANZAVECCHIA, 1994; THURNER et al.,, 1999), sendo essa interacdo de
extrema importancia no gatilho e manutencdo do DM (AUDIGER et al., 2017;
GANGULY et al, 2013; SOZZANI; DEL PRETE; BOSISIO, 2017).
Considerando o papel desempenhado pelas DCs na ativacdo das células T,
principal tipo celular envolvido com a inflamacéo no DM (AUDIGER et al., 2017,
GANGULY et al., 2013), espera-se que o CD209 possua uma alta expressao
nesses pacientes. Corroborando esta hipotese, observou-se no presente
estudo, um aumento na expressdao do RNAmM deste gene proveniente de
sangue periférico de pacientes com DM1 e DM2 quando comparados ao grupo
controle, com valor de FC 2,66 e 3,24, respectivamente. O aumento da
expressdo do CD209 pode auxiliar no entendimento, sobre a susceptibilidade a
infeccbes encontrada nos pacientes diabéticos, assim como, na elaboracao de
novas estratégias/intervencdes terapéuticas para esses individuos.

Ainda no que diz respeito a expressao do gene alvo, eventos complexos
de splicing alternativo no pré-RNAm do CD209 produz uma matriz de
transcritos responsaveis por codificar cinco grandes grupos de isoformas da
proteina final DC-SIGN (MUMMIDI et al., 2001). Diversos estudos analisaram in
silico o papel de polimorfismos na regido promotora e as chances de risco para
diferentes doencgas (ALAGARASU et al., 2013; QU et al., 2015; YI et al., 2015;
ZHU et al., 2010), com destaque para o estudo realizado por Silva et al. (2014)
envolvendo pacientes diabéticos tipo 1, que analisou ambos os polimorfismos
estudados nesta dissertacdo. Neste estudo observou-se que a expressdo do
CD209 encontra-se diminuida em individuos diabéticos para o rs735239, com
valor de FC para os genoétipos de -1,23 (G/A) e -3,42 (A/A) em DM1 e -2,17
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(G/A) e -3,38 (A/A) em DM2. Enquanto que, os resultados para o rs4804803
demonstram um aumento na expressdo desse gene nesses pacientes, com
valor de FC para os genétipos de 1,56 (A/G) e 3,06 (G/G) em DM1 e 1,56 (A/G)
e 356 (G/G) em DM2. Algarasu et al. (2013) encontraram resultados
semelhantes em seu estudo, onde o alelo polimérfico ‘A’ do rs735239
apresentou menor expressao do gene CD209 em individuos infectados pelo
virus da dengue. Uma maior expressdao do gene CD209 para o alelo
polimorfico ‘G’ foi observado por Sakuntabhai et al. (2005), visto que esse
apresenta a funcéo predita de maior capacidade de ligacdo com o fator Spl
quando comparado ao alelo ancestral ‘A’.

Em um terceito momento, este estudo visou identificar se a hipétese
proposta por llyas et al. (2011) de que a similaridade entre as caracteristicas
quimicas da glicose e outras moléculas ricas em carboidratos, como por
exemplo, os oligossacarideos encontradas na parede celular de bactérias
comensais, possuiria a capacidade de aumentar a expressdo do CD209. Os
resultados demonstram que a glicose possui a capacidade de estimular a
expressdo do gene alvo com valor de FC de +11,97 quando comparado ao
grupo controle. E importante destacar que a expresséo do gene CD209 apés o
estimulo com LPS proveniente da bactéria Eschericia coli encontrou-se
aumentada em 12,45 vezes quando comparada a cultura sem estimulo. Sendo
assim, ao correlacionar os dados obtidos entre os estimulos de glicose e o de
LPS é possivel observar que a inducdo da expressao pela glicose quase se
equiparou a expressao do lipopolissacarideo da bactéria comensal.

Os polimorfismos de base Unica (SNPs) sdo as variagbes gendmicas
mais ocorrentes, a analise dos SNPs em regides promotoras de varios genes
humanos descrevem que estes ocorrem com maior frequéncia em regides mais
proximas ao sitio de inicio da transcricdo (ZHAO et al., 2011). A dltima parte
deste estudo visou verificar se as fungbes preditas para os polimorfismos
(rs735239 e rs4804803) sédo validas, ou seja, se os alelos polimérficos podem
estar influenciando a expressdo do RNAmM do gene CD209. Os resultados
obtidos validam as funcgbes preditas apontadas por Algarasu et al. (2013) e
Sakuntabhai et al. (2005), uma vez que as analises genotipo-guiada em cultura
especifica demonstram que o genadtipo polimorfico A/A do rs735239 influencia

negativamente na expressdao do gene CD209 com fold change de -2,71,
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enquanto que, o0 gendtipo polimoérfico G/G do rs4804803 influencia
positivamente na expressao desse gene, com fold change de 2,58.

Sabendo-se que as andlises de expressdo génica necessitam de
normalizag&o entre as amostras, sendo assim, a escolha do gene de referéncia
torna-se crucial para as analises. O trabalho Wang et al. (2011) descreve o
aumento da expressao do gene CD209 em culturas genaétipo-guiada no modelo
heterozigoto A/G para o rs4804803, entretanto, o gene de referéncia utilizado
no estudo foi o B2M. Ao paso que, em nosso estudo o gene de referéncia
escolhido para normalizacéo foi 0 GUSB, que apresentou uma taxa de variacao
na expressao inferior a 1 ciclo. Tal conduta permitiu verificar com maior
acuracia o modo como esses polimorfismos estdo influenciando na expressao
génica do CD209, uma vez que, em ambos os modelos (heterozigose e
homozigose polimérfica) observou-se a diferenca de expressdo quando
comparado ao grupo ancestral (A/A). A auséncia de associacdo no modelo
polimorfico (G/G), encontrada por Wang et al. (2011) pode ser relacionada a
selecdo equivocada do enddgeno.

Classicamente, considera-se o paciente diabético mais propenso ao
desenvolvimento de infec¢des, sejam elas bacterianas, fangicas ou virais.
Pessoas com o diagnostico do DM séo trés vezes mais susceptiveis ao
desenvolvimento de septicemia bacteriana e até mesmo a desfechos piores
como o 6bito (MULLER et al., 2005; SHAH; HUX, 2003). Em 1974, Robertson
et al. propuseram que, a fagocitose e apresentacdo defeituosa desses
microrganismos nos individuos diabéticos, seriam os responsaveis pela a maior
susceptibilidade a infeccgdes.

As moléculas de glicose e manose apresentam similaridade
estereoquimica nas posicbes dos carbonos C3 e C4, sendo a diferenca
encontrada apenas no carbono C2, onde na glicose é encontrado o
grupamento hidroxila (-OH) e na manose o grupamento hidrogénio na mesma
posicdo (-H) (ILYAS et al.,, 2011). Desta maneira, com base nos resultados
obtidos, ndés sugerimos que nos pacientes com DM ocorre a sobrecarga dos
receptores DC-SIGN pela molécula de glicose circulante, acarretando a falha
no reconhecimento de PAMPs por esse receptor, com impacto no possivel
aumento da frequéncia de infec¢cdes oportunistas nesses individuos. Trata-se

de uma consequéncia da redugdo na capacidade do sistema imune em
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fagocitar e apresentar os patdgenos corretamente, ou mesmo, pelo fato do
sistema de reconhecimento estar em fadiga pelo excesso de estimulo.

Em suma, os dados obtidos sobre a expressdo do CD209 com a coorte
pernambucana de pacientes com DM determina que existe a hiperexpressao
desse gene nessa populacdo. Além disso, foi possivel identificar que este
receptor reconhece avidamente a glicose como molécula sinalizadora em
cultura de células dendriticas, bem como a validagdo das func¢des preditas para
os polimorfismos analisados nessa pesquisa. Por conseguinte, este estudo
fornece novas informacBes que podem contribuir para a elucidacdo dos
mecanismos génicos envolvidos na ativacdo do gene CD209 e seu papel
desempenhado no diabetes mellitus. Além de fornecer novos subsidios para

pesquisas envolvendo novas modalidades de tratamento.
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7 CONCLUSOES

v' O nivel de expressdao de RNAmM do CD209 de sangue periférico de
pacientes com DM1 e DM2 encontra-se aumentado quando comparados
a individuos néo diabéticos.

v' Os polimorfismos rs735239 influencia negativamente na expressao do
gene CD209, enquanto que, o polimorfismo rs4804803 influencia
positivamente na expressao desse gene.

v' O aumento na concentracdo dos niveis de glicose reflete no acréscimo

da expresséo do gene CD209.
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