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RESUMO

Diabetes mellitus tipo 1 (DM1) é uma doenca autoimune multifatorial
caracterizada por danos e destruicdo de células-beta, nas Ilhotas de Langerhans no
pancreas, reduzindo ou inviabilizando a producao de insulina. Estudos apontam que
infecgdes virais, principalmente enterovirus, tém sido consideradas um dos principais
fatores ambientais associados com a DM1. A proteina codificada pelo gene Helicase
C induzida por interferon tipo 1 (IFIH1) participa do reconhecimento de virus de
dsRNA e no desenvolvimento da DM1, o que sugere uma possivel etiologia viral da
DM1 e outras desordens autoimunes como a doencga autoimune da tireéide (DAIT) e
doenga celiaca (DC). Este estudo teve como objetivo avaliar a associagao entre os
polimorfismos de base unica (SNP) ndo-sinénimos do IFIH1 rs3747517, rs1990760 e
rs10930046, além do tag-SNP rs6432714, com a DM1 e a insurgéncia de DC e DAIT
nesses pacientes. Nao foi observada associacdo desses SNPs com o
desenvolvimento da DM1, nem com a insurgéncia de DC ou DAIT. Entretanto, o tag-
SNP rs6432714 indicou uma tendéncia de associagdo apenas com O
desenvolvimento da DM1 (P=0,0365). A Analise in silico do dominio helicase indicou
um aumento na estabilidade da proteina, quando ocorre a mutagcdo H460R,
entretanto essa variagcao estrutural observada nao parece ser suficiente para causar
uma deficiéncia na deteccdo do dsRNA viral. Apesar da evidéncia de néo-
associacdo do rs1990760 na populacdo estudada, uma meta-analise realizada

confirma a associagcao dessa variante com a DM1.

Palavras-chave: Imunogenética; Estudos de associagdo genética; Autoimunidade;

Variagao genética.



ABSTRACT

Type 1 diabetes is a multifactorial disease characterized by damages to beta-
cells at the Langerhans’ islets in the pancreas, impairing the insulin production.
Studies show that viral infections, mostly by enterovirus, are considered one the
major environmental factors involved with T1D. The protein codified by the interferon-
induced helicase gene (IFIH1) plays a role on the dsRNA virus and on the T1D onset,
suggesting a possible viral aetiology of T1D and others autoimmune diseases, such
as autoimmune thyroiditis (AITD) and celiac disease (CD). This study aimed to
evaluate the association between the non-synonymous single nucleotide
polymorphisms of the IFIH1 gene rs3747517, rs1990760 and rs10930046, plus the
tag-SNP rs6432714, with T1D and the insurgence of AITD and CD in these patients.
We did not find evidences for association between the SNPs with T1D nor the
occurrence of AITD or CD. However, the tag-SNP rs6432714 presented a trend for
association with the T1D development (P = 0.0365). An in silico analysis of the
Helicase domain shown an increase in the stability of the protein when the H460R
mutation occur, although this structural variation appears not to be sufficient to cause
an impairment in the dsRNA recognizing. Despite, the evidence for not association
of the rs1990760 SNP in the studied population, a meta-analysis indicates confirms

the association between this variant and T1D.

Key Words: Immunogenetics; Genetic association study; Autoimmunity; Genetic

variation.
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1 INTRODUGCAO

As doengas com causas multifatoriais consistem na maioria das patologias que
ocorrem em humanos. Por ter uma etiologia complexa, a descoberta de todos os
fatores associados (genéticos e ambientais) aos seus desenvolvimentos se torna uma
tarefa bastante extensa ou até mesmo inviavel o que reflete na dificuldade de um
sistema de diagndstico antecipado e de um esquema de tratamento buscando a cura.

Variagdes genéticas desempenham um papel ubiquo na etiologia das doengas
multifatoriais, porém com importancia variada dentre as diversas doengas
multifatoriais. Mesmo com o avango tecnoldégico no processamento da informagao
genética que ocorreu de forma bastante pronunciada nos ultimos anos, as bases
genéticas das doencas multifatoriais parecem estar longe de serem elucidadas.

Nesse contexto, nosso grupo de pesquisa vem estudando doencgas
multifatoriais com um objetivo mais voltado a descoberta de variantes genéticas
informativas para um diagndstico prévio e prognéstico, visando desvendar as causas
genéticas das patologias. Dentre os diversos estudos ja realizados pelo nosso grupo,
o presente estudo avalia o papel de variantes genéticas no gene IFIH1 como um
possivel marcador preditivo para o diagnostico da diabetes mellitus tipo 1 na

populacdo pernambucana.
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2 REVISAO DA LITERATURA

A seguir esta apresentada a revisao de literatura pertinente ao tema do

presente estudo.

2.1 DIABETES MELLITUS TIPO 1: DEFINICAO E EPIDEMIOLOGIA

Diabetes mellitus tipo 1 (DM1) é uma desordem autoimune que ocorre em
individuos geneticamente susceptiveis sendo possivelmente desencadeada por
fatores ambientais (VAN BELLE et al., 2011). O sistema imune do proprio individuo
ataca as células-p nas ilhotas de Langerhans do pancreas, destruindo ou danificando
as células suficientemente para reduzir, e eventualmente anular, a producdo de
insulina (VAN BELLE et al., 2011).

Dados emergentes da instituigdo Diabetes Mondiale indicam que a incidéncia
de DM1 varia largamente entre e dentro dos paises (DIAMOND, 2006). Africa, América
Central e do Sul e a Asia apresentam baixas taxas de DM1, enquanto que paises da
América do Norte, do Norte Europeu, além da Australia de da Nova Zelandia
apresentam as maiores taxas de incidéncia (Figura 1). Esse dado é corroborando
entre varias organizagdes multinacionais que avaliam a distribuicdo epidemiologica da
DM1 (EURODIAB, 2000; DIAMOND, 2006; GAN et al., 2012).

A incidéncia da 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 (DIAMOND, 2006). Com base nos dados obtidos na década de 1990, é
possivel observar uma tendéncia ao aumento na incidéncia da doenga de 2,4% a 3,2%
casos por ano (GAN et al., 2012).

Dados combinados dos Registros de estudo sobre DM1 do Colorado e o projeto
“‘SEARCH for diabetes in youth” indicam que a incidéncia dessa doenca tem
aumentado nas ultimas trés décadas de 14,8 por 100.000 individuos/ano, na década
de 1980, para 23,9 por 100.000 habitantes/ano, entre os anos de 2002 e 2004 (GAN
et al., 2012).

Na Figura 1 é possivel observar um gradiente geografico da incidéncia da DM1.
As razdes para a ocorréncia desse gradiente ainda ndo sdo bem compreendidas,

entretanto diferencas climaticas, na alimentacgao, no estilo de vida, além de uma maior
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incidéncia de determinadas infecgbes virais e criangas do Hemisfério Norte
comparadas as do Hemisfério Sul podem estar envolvidos nessa variacado (ZIPRIS,
2009). Esses dados indicam a importancia dos fatores ambientais no desenvolvimento
da DM1 em diversos paises com diversas caracteristicas socio-econbmicas e
ambientais.

A DM1 ocorre mais em criangas do que em adultos. Mais que 85% dos casos
de DM1 sao diagnosticados em individuos com idade inferior a 20 anos (GAN et al.,
2012). Apesar do pico de incidéncia da DM1 ser em jovens na faixa etaria de 10 a 14
anos, dados recentes apontam o maior aumento na incidéncia da doenga em
pacientes com idade entre zero e 4 anos (PATTERSON et al., 2009). Com relagao ao
género, a a distribuigdo da DM1 é praticamente balanceada em relacdo a taxa
mulher/homem (STIPANCIC et al., 2008).

Figura 1. Incidéncia da diabetes mellitus tipo 1 em varios paises

Venezuela
Pakistan
Fery
Dominican Republic
China
Paraguay
South Korea
Maurilius
Mexico
Japan
Colombia
Cuba
Chile
Macedonia
Israel
Russia
Poland
Tunisia
Latia
Brasil
Argenfina -
Lithuania
Uruguay
France
Algeria
Slovenia
Libya
Bulgaria
Slovakia
Hungary
Greece
Iaky
Belgium
Estonia
Switzerland
Spain
Czech Republic
The Netherands
Germany
Australia
usa
Denmark
Forfugal
Mew Zealand
UK

Morway -
Kuwart
Canada
Swiaden
Sardinia
Finland

1} 3 5 -] 10 13 15 18 20 21 25 i8 10 31 s 38 40
T1D Incidence (per 100,000/year)

Fonte: ZIPRIS, 2009.
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2.2 PATOLOGIA

Os fatores de iniciagao da DM1 ainda nao foram completamente elucidados,
entretanto sabe-se que multiplos tipos celulares do sistema imune medeiam o
processo de destruicdo das ceélulas-beta (BENDING et al., 2012). Por conta da
influéncia de carater genético, ambiental e da interagdo desses fatores nos processos
imunoldgicos, a DM1 pode ser considerada uma doenga autoimune complexa, ou
seja, multifatorial (PINO et al., 2010; STECK; REWERS, 2011; KNIP; SIMELL, 2012).

Essa doencga é caracterizada pela progressiva infiltragdo de, principalmente,
macrofagos, células T CD4+ e CD8+ nas ilhotas pancreaticas, resultando em um
processo inflamatdrio (insulite) e consequentemente prejudicando a produgao de
insulina (BENDING et al., 2012).

Dois modelos principais sugerem uma explicagdo para o progressivo
decréscimo de células-B por conta de processos autoimunes: O modelo linear € o
modelo ndo-linear (Figura 2).

A hipotese de declinio linear de células-beta postulado por Eisenbarth (1986)
ressalta que individuos geneticamente susceptiveis em algum momento entra em
contato com agentes ambientais (virus, por exemplo) que iniciam a autoimunidade nas
ilhotas, levando a um decaimento da massa de células-beta, desenvolvimento de
autoanticorpos, hiperglicemia, e, eventualmente, perda de peptideo C.

O Modelo néo-linear (BONIFACIO et al., 1999) estabelece que o decaimento
da massa de células-beta nas ilhotas ocorre de forma intercalada entre uma fase de
declinio e uma fase de estase que se da por conta do equilibrio dindmico entre a
quantidade de populagdes de células T efetoras e reguladoras. Esse balango ocorre
pela intensidade da resposta das células T aos estimulos das células da imunidade
inata (VAN BELLE et al., 2011). Portanto, variacbes em genes relacionados com a
regulacédo da resposta imune a autoantigenos e infecgoes tem um papel fundamental

nesse sistema.
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Figura 2. Modelos autoimunes para a patogenia da diabetes mellitus tipo 1: modelo linear (A) e modelo

nao-linear (B).

A , B
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Fonte: Adaptado de Van Belle, et al. (2011).

2.3DIAGNOSTICO E TRATAMENTO

O diagnéstico da DM1 é feito com base nos niveis séricos de glicose, além de
ensaios envolvendo auto-anticorpos como o anticorpo anti-insulina (AAl), o anticorpo
antidescarboxilase do acido glutdmico (GADA) e o anticorpo antitirosina fosfatase
(IA2) (VERGE et al., 1998; LESLIE et al., 1999). Acredita-se que 90% das criangas
com DM1 apresentam positividade para ao menos um desses anticorpos durante o
diagndstico (ATKINSON; EISENBARTH, 2001).

Individuos com DM1 apresentam um risco maior ao desenvolvimento de outras
doencas autoimunes 6rgao-especificas, como a tireoidite autoimune (VILLANO, et al.,
2009), doenga de Addison (KAHALY, 2009), que acomete a glandula adrenal e a
doenga celiaca (CAMARCA et al., 2012), que esta relacionada com o intestino. O
diagndstico para essas doengas € comumente realizado em pacientes com DM1, e
quando confirmado, o individuo pode ser considerado como portador de sindrome
poliglandular autoimune tipo Il (SPAII), quando envolve uma combinagdo da DM1 com
tireoidite e doenga de Addison, ou tipo Il (SPAIII), quando é observado apenas a DM1
em conjunto com a tireoidite autoimune (KAHALY, 2009).

Além da insurgéncia de outras doengas autoimunes, individuos com DM1
também desenvolvem complicagdes envolvendo outros 6rgéos e tecidos. De um modo
geral, essas complicagdes sdo de ordem vascular acometendo a retina, rins, coragao,
cérebro e nervos periféricos (STEHNO-BITTEL, 2012).
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Além do tratamento convencional com inje¢cdes de insulina e do transplante de
pancreas, diversas estratégias de tratamento para a DM1 vem sendo desenvolvidas,
mas a eficacia desses tratamentos € controversa. Os métodos mais promissores estao
relacionados com:

e A combinacdo de terapias com moduladores autoimunes, como o anti-CD3

F(ab’)2 FcR-ndo ligante, e vacinas antigénicas nas ilhotas (BRESSON et al.,

2006, 2010);

e Combinacdo de imuno-moduladores e acentuadores do desenvolvimento e

funcao das células-beta (SUAREZ-PINZON et al., 2008);

e Terapias com citocinas, como o fator de necrose tumoral (TNF-a) e as

interleucinas 2, 15 e 18 (ROTHE et al., 1999; SUTHERLAND et al., 2009).

2.4 FATORES GENETICOS ENVOLVIDOS NO DESENVOLVIMENTO DA DM

O risco de se desenvolver a DM1 é determinado por complexas interacoes
entre a constituicdo genética do individuo e o ambiente no qual ele se desenvolve. As
evidéncias da influéncia genética sobre o fenétipo observado em pacientes com DM1
podem ser observadas pelo alto risco de desenvolvimento da doenga em parentes
(7%), principalmente entre gémeos idénticos, que € de 50%, em relagao ao risco na
populagdo de um modo geral (0,4%) (KYVIK et al., 1995; REDONDO et al., 2001,
2008).

Os estudos de associagao vem identificando diversos marcadores genéticos
associados tanto com a protegao quanto com a susceptibilidade a DM1. Os primeiros
marcadores relacionados com a susceptibilidade a diabetes mellitus tipo 1 foram
polimorfismos do locus do antigeno leucocitario humano (HLA) nos anos 70 (ESPINO-
PAISAN et al., 2009), e desde ent&o varios outros polimorfismos de base tnica (SNPs)
associados com a DM1 continuam sendo encontrados pelo genoma (Figura 3).

Duas abordagens sédo utilizadas na busca de SNPs com a DM1: Estudos de
genes candidatos e estudos de associagdo gendmica. Estudos de associacédo de
genes candidatos utilizam do conhecimento a priori de genes que indicam alguma
relagdo com a doenga, portanto, limitando-se a uma pequena quantidade de SNPs,
ou ainda tag-SNPs (SNPs que representam um agrupamento de outros SNPs em

desequilibrio de ligagdo). Enquanto que os estudos de associagao gendémica néo
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necessitam de um conhecimento prévio de SNPs possivelmente relacionados com a
DM1, analisando centenas (ou até milhares) de SNPs simultaneamente (LUNETTA,
2008).

Recentemente, dois novos tipos de marcadores vem sendo utilizados nos
estudos de associagao genética: microRNAs e variagdes no numero de cépias (CNV).
Ambos estao relacionados com a regulagao da expressao de genes que podem estar
associados com a patogenia de doencas como a DM1 (ESPINO-PAISAN et al., 2009;
WTCCC, 2010).

Figura 3. Evolugao histérica das descobertas de fatores genéticos envolvidos na diabetes mellitus tipo

1. Note que o efeito dos polimorfismos descobertos (OR) diminui com o tempo

Effect Large (OR = 3) P Small (OR < 1.5) e— 7
IL2 PRKCQ
CTLA4  BACH2 CLEC16A
Gene/Region Class | and Il MHC INS IFIH1 PTPNZ CI1QTNF6&
PTPN22  CTSH  UBASH3A
IL2ZRA Etc.
Resolution
(in base pairs) Millions Thousands Single (common) Single (rare)
Study type HLA Candidate gene/linkage analysis  Genome-wide GWAS Whaole-exome
association linkage sequencing
Time 1970 1980 1990 2000 2010

Fonte: STECK; REWERS, 2011.

2.4.1 Formas monogénicas da Diabetes mellitus tipo 1

Apesar da DM1 ser bem caracterizada como uma doenga autoimune
multifatorial € possivel encontrar casos de pacientes com formas monogénicas da
doenga. Casos como esse sdo raros e geralmente acompanhados de outras doengas
autoimunes (VAN BELLE et al.,, 2011). Atualmente sdo conhecidas duas formas
monogénicas da DM1: a sindrome IPEX e a APS-I.

A desregulacdo imune, poliendocrinopatia e enteropatia ligada ao X (do inglés
immune dysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy, X-linked), ou IPEX, é uma
sindrome que esta relacionada com mutagdes no gene que codifica para o fator de
transcricdo Foxp3, que levam a uma disfuncdo de células T regulatérias
(BACCHETTA et al., 2006).
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A sindrome polienddcrina autoimune (do inglés autoimmune polyendocrine
syndrome type 1), ou APS-|, também consiste em uma sindrome autoimune causada
por mutacdes no fator de transcricao AIRE, que esta relacionado com o estimulo da
producdo de moléculas do timo, que permite a evasao de linfécitos autorreativos
durante o processo de autotolerancia (VILLASENOR et al., 2005).

2.4.2 Locus HLA

Dentre as regides do genoma humano que mais contribuem para o
desenvolvimento do DM1, destaca-se o locus génico altamente polimérfico do
complexo principal de histocompatibilidade (MHC classe I, Il e lll; ou Antigeno
Leucocitario Humano, HLA) localizado no cromossomo 6p21. Os alelos HLA-DRB1,
HLA-DQA1 e HLA-DQB1, do MHC classe |l sdo as principais variagdes envolvidas
com o DM1, sendo assim chamados de locus principal para esta doenca (ESPINO-
PAISAN et al., 2009) com uma contribuicdo genética estimada em até 50% (NOBLE
et al., 1996). Esse resultado indica que o somatorio da contribuicdo genética de todos
os outros genes e outras regides gendmicas relacionados com o fenétipo da DM1
corresponde aos outros 50% da variagéo genética da doenca.

A causa do alto impacto de polimorfismos do locus HLA se da pela sua relagao
com a resposta imunologica observada na DM1. Alelos do MHC classe Il presentes
nos linfocitos T CD4" sdo importantes no reconhecimento de epitopos antigénicos
especificos, iniciando a resposta autoimune, enquanto que alelos do MHC classe |
desempenham um papel na sinalizacdo das células B que serdo destruidas pelas
células CD8" na fase efetora da doenca (TAIT et al., 2003).

2.4.3 Outros genes associados com a DM1

Além do HLA, polimorfismos em varios outros genes e regides cromossodmicas
relacionados com o sistema imune vem sendo identificados como genes associados
com a DM1 (Figura 4). Dentre esses, pode-se citar o gene PTPN22, que codifica a
proteina tirosino-fosfatase nao receptora tipo 22 (linféide), importante na sinalizagao
de células T (BURN, et al., 2011) e gene CTLA4 (antigeno 4 associado ao linfécito T

citotoxico), que atua como um co-receptor na ativagao de células T CD8+ (FIFE;
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BLUESTONE, 2008). Polimorfismos nesses genes ja foram associados ndo sé com a
DM1, mas também com outras doengas autoimunes, como a tireoidite autoimune,
artrite reumatoéide, doenga de Chron e lupus eritematoso sistémico (ZHERNAKOVA et
al., 2009).

Figura 4. Gréfico indicando o risco relativo dos principais loci ndo-HLA envolvidos na diabetes mellitus
tipo 1.

Risco relativo x Gene
4,50 -
4,00 -
3,50 -
3,00 -

2,50 -
2,00 -
M Risco relativo
1,50 -
1,00 -
0,50 -
0,00 -

) O O S >
Q/\Q& ® 0% é& *2\’& Q/\ \V\’ ,\\y ‘<\Y\

Adaptado de Todd (2010).

Outros genes associados com a sinalizagao, ativacao e regulagao de células
do sistema imune, como IL2RA, CCR5, SH2B3, PTPN2, IL10 e IFIH1 também vem
sendo estudados demonstrando o amplo espectro genético relacionados com a DM1
(LEHNE et al., 2011; STECK; REWERS, 2011).

2.5FATORES AMBIENTAIS ENVOLVIDOS NO DESENVOLVIMENTO DA DM1

A seguir sado relacionados os diversos fatores ambientais relacionados ao

desenvolvimento da DM1.
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2.5.1 InfecgOes virais

Dentre os fatores ambientais envolvidos no desenvolvimento da DMA1,

infecgcdes por certos tipos de virus sao consideradas um dos principais fatores

associados a doenga (HYOTY; TAYLOR, 2002). Algumas revisdes tem ressaltado o
papel das infecgdes virais no desenvolvimento da DM1 (JUN; YOON, 2001; VAN DER
WEREF et al., 2007). O relato mais antigo data de 1926, e tenta associar variagdes

sazonais de incidéncia da DM1 com infec¢des virais (ADAMS, 1926). Dentre os tipos

virais estudados, atualmente os Enterovirus sao os principais candidatos a uma

associagao com a DM1, principalmente os Coxsackievirus (Tabela 1) (VAN BELLE et

al., 2011).

Tabela 1. Grupos virais associados com a diabetes mellitus tipo 1.

Enterovirus

Coxsakievirus das linhagens A.

Todos os seis tipos de Coxsakievirus das linhagens B, especialmente os B4 associados

com a autoimunidade. Isolados virais induziram diabetes em camundongos.

Ecovirus. Muitos tipos podem estar envolvidos.

Rubeola

Seguido de infeccao intrauterina. A diabetes pode aparecer apds um longo intervalo

de tempo. Induz anticorpos as células das ilhotas. Vacinagédo tem atenuado o risco.

Citomegalovirus

Pode tem um pequeno papel na patogénese. Reagao cruzada com o epitopo GAD
65.

Virus Epistein-Barr

Virus associados com doencas autoimunes, ocasionalmente com a diabetes.

Virus da caxumba

Muitos relatos antigos, mas nenhum confirmado. A vacinacao tem atenuado os riscos.

Retrovirus

Evidéncias controversas para humanos.

Rotavirus

Relatos de automunidade as células da ilhota em uma crianga depois da infecc¢ao.

adaptado de Hyoty e Taylor (2002).

Em uma revisdo, Van der Werf e colaboradores (2007) relacionam seis

diferentes vias pelas quais infecgdes virais podem levar a DM1:

1 Infecgdes virais nas células 3 podem levar a citdlise dessas células;

2 As infecgbes nas células B podem levar a quebra da autotolerancia a essas

células por conta da expressao de antigenos virais, antigenos das células 3

alterados e aumento da expressao do MHC, citocinas e quimiocinas.
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3 Inducgao da ativacao bystander de linfoctitos T, incluindo linfocitos autorreativos,
que agem contra antigenos das células 3.

4 Expressao de proteinas virais que agem como super antigenos, levando a
proliferacdo de células T especificas;

5 Epitopos virais podem apresentar mimicidade molecular com auto-antigenos
de células B, levando a ativacao cruzada de linfécitos B e T autorreativos.

6 Sucessivas infecgdes podem culminar na autoimunidade das células 3.

2.5.1.1 Infegcdes por enterovirus

Enterovirus sdo pequenos virus nao-envelopados que possuem um capsideo
icosaédrico e uma molécula de RNA fita simples positiva, linear e ndo-fragmentada,
protegida por uma proteina gendmica viral (PGV) na extremidade 5 (JAIDANE;
HOBER, 2008). Seu genoma corresponde a uma sequéncia de 7500 bases, e
compreende uma unica regido aberta a leitura (Open Reading Frame) ocupando
aproximadamente 80% do RNA viral e produzindo uma poliproteina com 2200
aminoacidos que sofre sucessivas clivagens para produzir 11 proteinas maduras, das
quais quatro sao estruturais (VP1 até VP4) e sete sao funcionais. Essa poliproteina é
flanqueada por duas regides n&o-codificantes que sao essenciais para a tradugéo e
sintese do RNA viral (KITAMURA et al., 1981).

A distribuicao do Enterovirus é ubiqua, sendo transmitidos principalmente pela
agua ou comida contaminada com fezes. Além da DM1, a infecgao por Enterovirus
tem sido relacionada tanto a manifestagées agudas, tais como meningite, encefalite e
pericardite, quanto a doengas crénicas como por exemplo, meningocefalite em
pacientes agamaglobulinemicos, sindrome pés-poliomelite, esclerose amiotrofica
lateral, miocardite cronica e cardiomiopatia dilatada (JAIDANE; HOBER, 2008).

O primeiro relato sobre a associacdo de um Enterovirus com a DM1 foi
observado por Gamble e colaboradores (1969), que relataram anticorpos
neutralizantes para o Coxsackievirus no soro de pacientes recentemente
diagnosticados com DM1 em comparagao com controles saudaveis. Posteriormente,
esses dados foram confirmados a partir de amplificagdes por PCR (CLEMENTS et al.,
1995). Em um estudo na década de 1970, observou-se que a incidéncia de casos de

pacientes que desenvolveram DM1 apds serem infectados pelo Coxackievirus B4
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(CVB4) em relagdo aqueles que desenvolveram a doenga, porém nao foram
infectados, foi considerada semelhante, sugerindo nenhuma ligagao de infecéo pelo
CVB4 e a DM1 (DIPPE, et al., 1975). Esses resultados indicam que € necessario mais
que a infecao viral para se desenvolver a DM1, ressaltando a importancia do estudo
de fatores genéticos envolvidos com a doenga. Trabalhos mais recentes continuam
propondo associacdo entre a infeccdo por Enterovirus e a DM1 (LONNROT et al.,
2000; SALMINEN et al., 2003; SCHULTE et al., 2010).

As causas pelas quais a infeccdo pelo CVB4 leva a DM1 sdo comumente
estudadas em modelos in vitro. As linhagens diabetogénicas CVB4 E2 e CVB4
VD2921 podem infectar e causar danos as células B, causando a expressao de
moléculas do MHC, que facilitam a resposta autoimune as células infectadas
(PARKKONEN et al., 1992). A perturbacéo da selegédo de timdcitos pelo sistema de
autotolerdncia no timo devido a infecgdao pelo CVB4 também pode levar a
autoimunidade as células B (BRILOT et al., 2004).

Muitos estudos ainda sao necessarios para elucidar a associagado nao so6 dos
Enterovirus, mas também da infeccdo por outros tipos virais com a precipitagao da
DM1, auxiliando na elaboragéo de estratégias preventivas para impedir a patogénese

da doenca.

2.5.2 Outros fatores ambientais

A seguir, outros fatores, além de infecgbes virais, que possivelmente estdo

associados com o desenvolvimento da DM1.

2.5.2.1 Infecgbes bacterianas

A microbiota intestinal € um dos fatores que podem estar associados ao
desenvolvimento da DM1. De um modo geral, a administracdo de probidticos e
antibidticos podem influenciar no desenvolvimento da DM1 por alterar o equilibrio da
microbiota intestinal, tanto em um estado tolerogénico, quanto em um estdo né&o-
tolerogénico, dependendo da constituicdo da microbiota no momento da

administragao dessas substéncias (BACH, 2002).
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Estudos realizados com roedores indicam que ha um agravo da DM1 por conta
de desequilibrios na composicdo da microbiota intestinal, que fazem com que a
permeabilidade intestinal aos patdogenos seja diminuida em individuos diabéticos,
aumentando a exposigdo de antigenos bacterianos ao sistema imune em uma
condigdo chamada de “intestino mal-vedado” (BACH, 2002; VAARALA et al., 2008).
O uso de probidticos especificos podem prevenir a autoimunidade sob certas
condigdes (CALCINARO et al., 2005). Entretanto, outros testes ainda sdo necessarios

para comprovar essa observagao.

2.5.2.2 Proteinas do leite de vaca

A albumina do leite da vaca tem sido proposta com um fator promotor de
autoimunidade por conta de sua atividade cruzada entre anticorpos séricos para a
albumina e uma proteina de superficie das células B chamada ICA-1 (BRUSKO;
BLUESTONE, 2008). Essa associagdo ainda permanece bastante controversa por
conta de divergentes resultados de experimentos envolvendo modelos de ratos e
camundongos diabéticos nao-obesos (NOD) comentados em algumas revisdes
(AKERBLOM et al., 2002; VAN BELLE et al., 2011).

A evidéncia mais forte sobre o efeito do leite de vaca na autoimunidade foi a
associacao inversa encontrada entre o periodo de aleitamento materno e as chances
de se desenvolver a DM1 na infancia (AKERBLOM et al., 2002), ou seja, criangas que
tiveram o aleitamento materno substituido pela ingestdo do leite de vaca tem maiores
chances de desenvolver a doenga. Um estudo Finlandés indicou que a autoimunidade
desenvolvida por conta da ingestdo de leite de vaca se da apenas quando os
individuos apresentam um polimorfismo no gene PTPN22 (C858T), sugerindo esse
fator genético como uma das causas das controvérsias entre os resultados
(LEIMPAINEN et al., 2009).

2.5.2.3 Proteinas do trigo
De forma semelhante a albumina no leite da vaca, proteinas encontradas no

trigo também podem desempenhar um papel no desenvolvimento da DM1. A adigéo

de giadina, a proteina extraida do gluten do trigo, ou o gluten a dieta tem mostrado
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um aumento na incidéncia de DM1 em modelos de roedores (Macfarlane, et al., 2003).
E provavel que esse efeito se dé por conta do aumento da atividade das células T
quando expostas ao gluten (AKERBLOM et al., 2002).

2.5.2.4 Vitamina D

A vitamina D inibe a diferenciag&o de células dendriticas e ativagao do sistema
imune (VAN BELLE et al., 2011). Niveis de metabdlitos de vitamina D foram menores
no plasma de individuos com DM1 na fase inicial da doenca (LITTORIN et al., 2006).
Estudos de associagao genética concluiram sobre a ndo-associagao de polimorfismos
no receptor da vitamina D e a DM1, porém polimorfismos em enzimas que participam
da via de metabolizagéo da vitamina D podem estar envolvidos com a doenga (GUO
et al., 2006; BAILEY et al., 2007).

2.6 IFIH1: CARACTERISTICAS DO GENE DE SEU PAPEL NA IMUNIDADE INATA

Nas proximas secgdes sera descrita a estrutura génica e protéica o IFIH1 e seu

papel na imunidade inata.

2.6.1 Caracteristicas do gene e da proteina

O gene IFIH1 (Helicase C dominio 1 indutora de interferon tipo 1) — também
conhecido como Melanoma Differenciation associated protein number 5 (MDAS) —tem
tamanho de aproximadamente 51,5 Kb e estd localizado no brago longo do
cromossomo 2 na regiao 24 (2q24). Outros genes que estao presentes nessa regiao
cromossdmica estdo altamente ligados ao IFIH1: FAP, GCA e KCNH7 (MARTINEZ et
al., 2008). O IFIH1 possui 16 éxons e n&o possui variantes devido a recomposi¢céao
alternativa. Um cDNA completo do IFIH1 foi obtido pela primeira vez de uma biblioteca
de cDNA placentario humano (KANG et al., 2002). A regido codificante do IFIH1 possui
3365 pb de comprimento, e codifica para 1025 aminoacidos, produzindo uma molécula
com peso aproximado de 116,7 KDa (CHISTIAKOV, 2010) (Figura 5).

Vérias mutagdes de base unica (SNPs) no IFIH1 tem sido associadas a

etiologia de doengas autoimunes, como a Artrite Reumatdide (AR) (MARINOU et al.,
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2007), Esclerose multipla (EM) (ENEVOLD et al., 2009), Lupus eritematoso sistémico
(LES) (GRAHAM et al., 2011), Psoriase (LI et al., 2010) e DM1 (SMYTH et al., 2006;
TODD et al., 2008; NEJENTSEV et al., 2009). No capitulo seguinte, sera dada énfase
aos SNPs associados ao DM1 bem como alguns estudos funcionais relacionados.

A proteina hombénima codificada pelo gene IFIH1 (também conhecida com
MDA-5 e Helicard) contém dois dominios altamente conservados: Um dominio N-
terminal de recrutamento de caspase (CARD), e um dominio C-terminal contendo uma
RNA helicase DExH=D (KANG et al., 2002). O dominio DExH=D é responsavel pelo
reconhecimento RNA fita dupla dos virus, enquanto que o dominio CARD é
responsavel por ativar a cascata de reagdes que levam a produgéao de interferon tipo
1 (IFN-a e IFN-B) (TAKEUCHI; AKIRA, 2008).

Figura 5. Distribuicdo dos polimorfismos de base unica (SNPs) no gene IFHI1 mais estudados na
diabetes mellitus tipo 1 e outras doengas autoimunes.
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2.6.2 O Papel da IFIH1 na imunidade contra infec¢cdes virais

O RNA de fita dupla (dsRNA) representa um intermediario molecular de muitas
infecgdes virais, e portanto, foi necessario que fosse desenvolvido no hospedeiro

mecanismos para detectar sua presenga (CHISTIAKOV, 2010).
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Atualmente, sabe-se que existem duas vias de reconhecimento e sinalizagao
do dsRNA viral: a via dependente da proteina quinase R (PKR) e a via da 20-50-
oligoadenilato sintetase. A PKR & uma quinase induzida por interferon (IFN), que é
ativada a partir de sua ligagdo ao dsRNA citoplamatico, resultando na fosforilagdo do
Fator de iniciagdo de tradugao tipo A (MEURS et al., 1990), inibindo a traducédo e
replicacao viral na célula infectada (WILLIAMS, 2001).

A 20-50-oligoadenilato sintetase € uma enzima que ativa a endoribonuclease
RNase L pela sintese de curtos oligoadenilatos, promovendo a clivagem de RNAs viral
e celular (CHISTIAKQV, 2010).

Vale frisar que como ambas as vias sao principalmente induzidas por INF e ndo
sdo necessitadas para a produgao desta citocina, outro mecanismo celular é
necessario para explicar a relagao entre o reconhecimento do dsRNA e a producéao
de INF do tipo 1 (CHISTIAKQV, 2010). Tais mecanismos sdo aqueles mediados por
receptores toll-like (TLRs), e aqueles de RNA helicases contendo DExD-H Box. O
primeiro mecanismo n&o sera abordado nesse estudo, entretanto, descreveremos o
segundo, cuja a IFIH1 faz parte.

A familia das RNA helicases contendo DExD-H Box é constituida pela IFIH1,
RIG-I e LGP2, que sao RNA helicases induzidas em nivel transcripcional por IFNs tipo
1, acido retindico e dsRNA. O motivo CARD da RIG-I| e da IFIH1 ativam a cascata de
sinalizagao, utilizando uma proteina adaptadora chamada Estimulador do promotor de
IFN-B tipo 1 (IPS-1), que resulta na ativagado dos fatores regulatérios de interferon
(IRF-3), IRF-7 e do NF-kB (KAWAI et al., 2005). Os interferons induzem apoptose de
células infectadas por virus, bem como ativagdo de células NK e T (TAKEUCHI;
AKIRA, 2008).

A IFIH1 (ou a RIG-I) reconhece a regiao 5’ do dsRNA viral, que ndo é metilada,
diferentemente do RNA celular, por meio do dominio DExD-H Box; a seguir ocorre a
interacdo da IFIH1 com o IPS-1 através do dominio CARD. A ubiquitina ligase E3,
conhecida como TRAF3 é necessaria para a ativacao da sinalizacdo do IPS-1. A
desubiquitinase DUBA é responsavel por inibir a atividade da TRAF3, suprimindo a
sinalizacdo. A TRAF3 recruta duas quinases, TBK1/IKK-i, que fosforilam o IRF-3 e o
IRF-7, o que induz a formagcdo de homodimeros e/ou heterodimeros dessas
moléculas. Esses dimeros se translocam para o nucleo, se ligando aos elementos

responsivos estimulados por IFN, resultando na produgédo de IFN tipo 1 e genes
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associados que também sao induzidos por IFN tipo 1 (TAKEUCHI; AKIRA, 2008)
(Figura 6).

A IFIH1 compartilha alta similaridade com a RIG-1, porém suas fungcbes nao
s&o plenamente similares, como se pensava anteriormente (YONEYAMA et al., 2005).
A partir de estudos com camundongos knockout, foi observado que cada helicase
reconhece grupos virais diferentes, ou ainda, alguns grupos em comum. A RIG-I
reconhece tipos virais como o paramixovirus, virus da estomatite vesicular (VSV) e o
virus influenza (KATO et al., 2006). A IFIH1 reconhece grupos de picornavirus, como
0 ecovirus, rinovirus e o virus da encefalomiocardite (ECMCV) (BARRAL et al., 2007).
Estudos com RNA silenciador (siRNA) sugerem que ambos RIG-I e IFIH1
compartilham o reconhecimento do virus da dengue e o virus do Oeste do Nilo
(TAKEUCHI; AKIRA, 2008). Por fim, através de experimentos com o VSV em
camundongos knockout, acredita-se que a LGP2 esteja associada com a regulagao
da atividade da RIG-I, desempenhando um papel antagbénico (TAKEUCHI; AKIRA,
2008).

Figura 6. Esquema funcional da via de detecgao de RNA através de receptores RIG-I-like.
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2.6.3 IFIH1 e a Diabetes mellitus tipo 1

Como observamos anteriormente, alguns virus, em especial aqueles do grupo
dos Enterovirus, infectam varios 6rgdos causando varias perturbagdes, tais como
danos as células-B do pancreas (VON HERRATH, 2009). Geralmente, essas
infeccées per se ndao causam a DM1, como foi notado em alguns casos tanto em
camundongos quanto em humanos (JUN; YOON, 2001). Entretanto, elas podem
contribuir para o quadro de autoimunidade contra as células- possivelmente por
conta do aumento da expressao de fatores inflamatérios como a interleucina 2 (IL-2)
e IFN-a, além do MHC-I (VAN DER WERF et al., 2007; VON HERRATH, 2009).

Como foi explicado antes, a IFIH1 desempenha um importante papel na
estimulacdo de interferons tipo 1 em resposta a infeccdes de certos virus,
principalmente os Enterovirus. Portanto, polimorfismos no gene IFIH1 podem
indiretamente alterar os niveis de IFN tipo 1 nas células, agravando o estado de
autoimunidade, levando a DM 1 (LI et al., 2008).

2.6.3.1 Polimorfismos do gene IFIH1 relacionados com a DM1

O primeiro trabalho que relacionou polimorfismos no gene IFIH1 com a DM1 foi
realizado por Smyth e colaboradores (2006) em uma populagéo caucasiana do Reino
Unido, que reuniu cerca de 10 mil individuos. Nesse estudo de associagdo gendmica,
o SNP rs1990760 (A946T), uma substituicdo nao sinbnima no éxon 14, onde se
encontra o sitio de ligagdo do fator de transcrigdo HNF-3b, mostrou-se associada a
DM1 com um efeito protetor (OR = 0.86; P = 1.42 x107'°) para o alelo mutante. Em um
estudo funcional (SHIGEMOTO, et al., 2009) n&o foi observada mudanca no fenétipo
do alelo mutante para o alelo selvagem. Além disso, outros dois estudos (DOWNES
et al., 2010; ZOUK et al., 2010) n&o encontraram mudangas nos niveis de expresséo
da IFIH1 relacionadas com a mutacdo A946T. Portanto, o papel protetor do SNP
rs1990760 contra a DM1 ainda permanece inconclusivo.

Posteriormente ao trabalho de Smyth e colaboradores, outro estudo de
associagao genémica (NEJENTSEV et al., 2009), identificou quatro variantes raras no
gene IFIH1 altamente relacionadas com a protecdo a DM1: a mutagdo de perda de
funcdo G627X (rs35744605) no éxon 10, as mutagdes 1641+1 (G/C) (rs35337543) e
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2807+1 (G/A) (rs35732034), que alteram o sitio de splicing nos introns 8 e 14,
respectivamente, e finalmente a mudanga n&o-sinénima 1923V (rs35667974) no éxon
14. As odds ratios (OR) variaram entre 0,51 e 0,74. Esse ultimo também foi estudado
em pacientes com EM, porém néo foi observada associacdo (BERGAMASCHI et al.,
2010).

Downes e colaboradores (2010) estudaram a expressdo de individuos
portadores dessas raras variantes e observou que os niveis de IFIH1 foram menores
para os portadores da mutacdo de perda de funcdo G627X. Para a mudanga né&o-
sinbnima 1923V, observou-se que o nivel de expressdo nao foi reduzido, porém a
eficiéncia da IFIH1 foi reduzida. Acredita-se que essa perca de eficiéncia se da por
mudangas na interagao entre a IFIH1 e o IPS-1 (DOWNES et al., 2010). Com relagao
as duas variantes nos introns 8 e 14, foi observada menor quantidade de mRNA
transcrito nos portadores das mutagdes, indicando a producdo de uma proteina
aberrante.

Outro SNP associado com a protecdo a DM1 € 0 rs3747517 (H843A) localizado
no éxon 13 em um sitio de ligagao do regulador de transcrigdo AP-1 (LIU et al., 2009),
e seu efeito pode estar relacionado com a diminuicdo de transcricdo do gene
(DOWNES et al., 2010).

Por fim, outros dois SNPs associados com a DM1 é o rs2111485 (A/G) e o
rs13422767 (A/G), que estdo localizados entre o gene FAP e o IFIH1 (a 13 Kb e 23
Kb do fim do IFIH1, respectivamente), onde foram observadas OR de 1,7 e 1,9 (LIU
et al., 2009). Ainda nao ha estudos quanto a sua funcionalidade desses dois SNPs,
uma vez que eles ndo alteram o sitio de ligacdo de nenhum fator de transcricao

conhecido.

2.6.4 Polimorfismos no gene IFIH1 estudados em outras doengas autoimunes e

infecciosas

Além da DM1, alguns SNPs do gene IFIH1 também se mostrou associado a
outras doencgas autoimunes. LI e colaboradores (2010) observaram um efeito protetor
dos SNPs rs35667974 e rs10930046 contra a psoriase. Outro polimorfismo estudado
para a psoriase foi 0 rs17716942, que ndo demonstrou associagdo com a doenca
(CHEN et al., 2011). Ainda com relagdo ao SNP rs10930046, ENEVOLD et al. (2009)
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realizaram um estudo com esclerose multipla que nao revelou associacdo deste
polimorfismo com a doenca. Molineros e colaboradores (2013) observaram
associagao desse SNP com o LES e de uma variante intrénica (rs13023380).

Outros dois polimorfismos estudados por Enevold e colaboradores em
pacientes com EM foram o rs3747517 e o rs1990760, onde foi encontrada uma
associacao desses polimorfismos com a protegdo ao desenvolvimento da doenca.
Entretanto, um estudo anterior ndo havia encontrado associagao do SNP rs1990760
com essa doenca (MARTINEZ et al., 2008). Esses mesmos dois SNPs foram
estudados por Chen e colaboradores (2011) onde os autores observaram respectivas
associacdes de protecao e susceptibilidade com a periodontite cronica, além de um
efeito protetor do SNP rs1990760 ao desenvolvimento da psoriase, indicando que o
mesmo polimorfismo pode produzir efeitos opostos em diferentes doencgas.

Além das doengas acima citadas, o polimorfismo rs1990760 dentre outros
também estao possivelmente associado com a susceptibilidade ao LES (GRAHAM et
al., 2011; CEN et al., 2012; MOLINEROS et al., 2013; WANG et al., 2013), doenga de
Graves (SUTHERLAND et al., 2007, ZURAWEK et al., 2013) e vitiligo (JIN et al.,
2012). Entretanto, com relagdo a Doencga de Graves, Penna-Martinez e colaboradores
(2009), em outro estudo, ndo encontraram associagao desse polimorfismo com a
doenga, assim como também nao encontraram associagdo com a tireoidite de
Hashimoto nem com a Doenca de Addison, sendo essa ultima ja estudada por
Sutherland e colaboradores (2007), que encontrou resultados similares. Marinou e
colaboradores (2007) e Smyth e colaboradores (2008) estudaram o SNP rs1990760
em pacientes com artrite reumatoide e doenca celiaca, respectivamente, e nao

encontraram associagao.
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3 OBJETIVOS

Abaixo determinamos os objetivos gerais do trabalho e pontuamos os objetivos

especificos.

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Este trabalho tem por objetivo geral avaliar a influéncia de polimorfismos no
gene IFIH1 no desenvolvimento de doengas autoimunes, principalmente a diabetes

mellitus tipo 1.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas de variantes do gene IFIH1
em pacientes com diabetes mellitus tipo 1 em Pernambuco e de uma populacao
saudavel do mesmo local,

e Verificar a associagao dessas variantes com um possivel efeito de risco ou
protecdo ao desenvolvimento da diabetes mellitus tipo 1;

e Avaliar a associagao das variantes do IFIH1 com a susceptibilidade ou protecao

a outras doencgas autoimunes.
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4 METODOS

Informacdes detalhadas sobre os individuos selecionados para essa pesquisa,
bem como os materiais e os métodos empregados, estdo relacionados nos apéndices
A e B.
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5 RESULTADOS

Todos os resultados obtidos no presente trabalho estdo detalhados nos

apéndices A e B.
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6 DISCUSSAO

Considerando o papel das infec¢Bes virais na etiologia da Diabetes mellitus tipo
1 (DM1), doenca autoimune da tiredide (DAIT) e doenca celiaca (DC) mecanismos
deficientes no reconhecimento viral causados por uma molécula de IFIH1 deficiente
podem estar associados com o desenvolvimento destas doencas (KNIP et al., 2005;
DESAILLOUD; HOBER, 2009). De fato, Smyth e colaboradores. (2006) encontraram
associacdo do SNP rs1990760 (A946T), mas Penna-Martinez e colaboradores (2009)
nao encontraram associacdo deste polimorfismo com a doenca de Graves e a
tireoidite de Hashimoto. Assim como na DAIT, Smyth e Colaboradores (2008) n&o
encontraram associagcao envolvendo a DC e o IFIH1.

O primeiro estudo realizado (apéndice A) nesse projeto reporta uma tendéncia
para associagdo do tag-SNP rs6432714 com a susceptibilidade & DM1, considerando
o modelo se semidominancia. Esse tag-SNP representa a regido entre os introns 6 e
7, aprensentando alto desequilibrio de ligagdo com os outros SNPs desse fragmento,
e dentre eles, o SNP ndo sinbnimo rs10930046. Entretanto, nossos dados néo
sugerem uma relagéo da variante rs10930046 com a DM1.

O polimorfismo rs10930046 consiste em uma alteracdo do aminoacido na
posicdo 460 (histidina) por um residuo de arginina (H460R), ambos carregados
positivamente, em uma regido de alfa-hélice do dominio helicase, que é responsavel
pelo reconhecimento de dsRNA viral (VASSEUR et al., 2011).

De acordo com os nossos dados de modelagem molecular, a variacao
estrutural observada nao parece ser suficiente para causar uma deficiéncia na
deteccdo do dsRNA do virus através da proteina que afete a susceptibilidade a DM1
ou a insurgéncia de DAIT e DC, corroborando com os resultados descritos por
Shigemoto e colaboradores (2009).

No trabalho apresentado no apéndice B, relatamos um estudo envolvendo
polimorfismos do gene STAT4 (rs7574865 e rs3024839) e do IFIH1 (rs3747517 e
rs1990760). Ambos os genes codificam para proteinas que fazem parte de uma das
vias de ativacdo do Interferon tipo | (ZHENG et al., 2013). Nesse estudo, néo foi
observada associagdo de ambos os SNPs do IFIH1 com o desenvolvimento da DM1
ou da sindrome autoimune poliglandular tipo Ill, que é a co-ocorréncia da DAIT e DM1
(DITTMAR; KAHALY, 2010).
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Entretanto, a meta-analise realizada com grande parte dos estudos envolvendo
o SNP rs1990760 e a DML, incluindo o nosso, foi observada associacdo desse
polimorfismo com a DM1. Essa meta-analise refor¢a outra meta-analise ja realizada
anteriormente (JERMENDY et al., 2009), porém agora com o acréscimo de novos
trabalhos publicados.

Apesar de varios trabalhos apontarem a associacao da variante ndo sinénima
rs1990760 (A946T) com a DM1 e da expressao ser afetada (LIU et al., 2009), estudos
funcionais ndo conseguiram determinar o efeito bioldgico dessa variacdo tanto em
pacientes saudaveis, quanto em pacientes com DM1 (SHIGEMOTO et al., 2009;
DOWNES et al., 2010, ZOUK et al., 2013).

E possivel que o SNP rs3747517 (A843H) seja o real fator associado com a
susceptibilidade a DM1 (DOWNES et al., 2010), mas apesar de se saber que esse
polimorfismo esta localizado em uma regido da proteina importante no
reconhecimento do dsRNA (WU et al., 2012), ainda ndo foram feitos estudos
funcionais suficientes para comprovar essa hipotese.

Em nossos dois estudos os resultados nao indicam uma evidéncia forte do gene
IFIH1 como fator relacionado com a DM1. Sendo assim, algumas consideragdes sobre
os estudos devem ser feitas: o tamanho amostral dos estudos € baixo; fatores de
confundimento podem estar interferindo nos resultados.

No primeiro estudo, o poder estatistico para excluir a possibilidade de um falso
negativo foi alto (maior que 0,80). O mesmo néo foi observado no segundo estudo em
que o poder estatistico foi inferior a 0,80. Ainda no segundo estudo, a meta-analise
envolvendo o SNP rs1990760 detectou certa heterogeneidade entre os estudos. Essa
heterogeneidade pode estar relacionada com diferentes graus de estruturacao
populacional observados nas populacdes estudadas.

De fato, estudos de genética de populacdo apontam frequéncias de alguns
SNPs do IFIH1 diferentes entre populagbes com alto grau de miscigenacdo em
relacdo a populagdes com baixo grau de miscigenacédo (FUMAGALLI et al., 2011), o
que néo foi considerado em nossos trabalhos.

Portanto, outros estudos mais robustos e que levem em consideracdo a
estruturagdo populacional como fator de confundimento s&o necessérios para

determinar o papel do IFIH1 na DM1.
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7 CONCLUSOES

Nossos achados indicam que o tag-SNP rs6432714 do gene IFIH1 apresentou
tendéncia para associacdo com a diabetes mellitus tipo 1; o SNP rs10930046
(H460R), que é representado por esse tag-SNP néo apresentou associagdo com DM1
ou outras doencas autoimunes, porém uma andlise in silico indica que essa variacao
produz uma alteracdo na estabilidade da proteina; Os polimorfismos rs3747517
(H843R) e rs1990760 (A946T) também nado apresentaram associacdo com o
desenvolvimento da DM1 ou sindrome poliglandular autoimune tipo Ill; entretanto, a
meta-analise envolvendo o rs1990760 confirmou resultados anteriores de que esse
SNP esta assoiado com a DM1; O poder estatistico reduzido em alguns testes e a
estratificacdo populacional podem ser fatores que contribuiram para que o presente

estudo tenha produzido resultados divergentes dos ja observados na literatura.
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The Interferon-induced with helicase C domain 1 (IFIH1) gene has been hypothesized as involved in the viral
etiology of type 1 diabetes (T1D) and other autoimmune disorders, since it is implicated in viral recognition.
In our study we analyzed IFIH1rs6432714 and rs10930046 SNPs in T1D patients stratified for the presence of
celiac disease and autoimmune thyroid disease. No association with susceptibility to develop the diseases
was found. The rs6432714, a tag-SNP that represents part of helicase domain of IF1IH1 protein showed a
trend of association only with T1D development (P>0.025 after Bonferroni adjustment) in log-additive
model (OR =1.45, P=0.0365, power=0.99), indicating that helicase domain of IFIH1 protein could be
associated with the susceptibility to T1D.

© 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Type 1 diabetes (T1D) is a multifactorial autoimmune disorder
characterized by chronic damage and destruction of beta-cells, at
Langerhans islets of the pancreas, with consequent reduction or
lack of insulin production (van Belle et al., 2011). The detailed
pathogenic mechanisms of T1D remain unclear, but common path-
ways could be shared between T1D and other disorders, such as
celiac disease (CD) and autoimmune thyroid disease (AITD),
which lead to insurgence of two or even three autoimmune dis-
eases simultaneously (Barera et al., 2002; Perros et al., 1995). The
genetic profile and environmental factors such as climate differ-
ences and increased prevalence of viral infections in children
could be involved in the pathogens of these disorders (Zipris,
2009).

Viral infections have been considered as one of the major environ-
mental factors associated with T1D (Hyoty and Taylor, 2002). Many
authors are describing how virus infections, mainly Enterovirus,

Abbreviations: T1D, type 1 diabetes; CD, celiac disease; AITD, autoimmune thyroid
disease; IFIH1, Interferon induced with helicase C domain 1; Anti-TPO, hyroperoxidase
antibody; Anti-tTg, anti-transglutaminase antibody; ELISA, enzyme-linked immuno-
sorbent assay; SNP, single nucleotide polymorphism; PCR, polymerase chain reaction;
AIC, Akaike's information criterion; OR, odds ratio; Cl, confidence interval; RNA,
ribonucleic acid; NCBI, National Center for Biotechnology Information; MAF, minor al-
lele frequency; IFN-b, interferon beta.
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could trigger T1D (Jun and Yoon, 2001; Salminen et al., 2003; Szopa
et al., 1993; van der Werf et al., 2007). Recently IFIH1gene has been
reported as implicated in the viral recognition and T1D development
(Todd, 2010).

IFIH1 gene (chromosome 2g24) encodes the Interferon-induced
with helicase C domain 1 (IFIH1), and is able to activate type 1 Inter-
feron response and pro-inflammatory cytokines by CARD domains,
after the recognition of double strand RNA virus, such as Enterovirus,
at the cytoplasm from infected cells (Chistiakov, 2010).

This study aims to evaluate the association between IFIH1 gene
rs10930046 and rs6432714 SNPs and T1D as well as the insurgence of
AITD and CD in T1D patients from a Northeastern Brazilian population.

2. Material and methods

We enrolled 196 type 1 diabetes patients (median age 14 4 years)
followed up at three public health centers from Recife city, Northeastern
of Brazil (Instituto de Medicina Integral de Pernambuco, Hospital da
Restauragdo and Hospital das Clinicas). T1D diagnosis has been made
according to American Diabetes Association criteria (American
Diabetes Association, 2012). Within the 196 T1D subjects, 10 were
also diagnosed with celiac disease (AITD~CD™), 35 with autoimmune
thyroid disease (AITD*CD™) and 6 with both diseases (AITD*CD™).
The AITD diagnosis was made by Antibodies to thyroperoxidase
(Anti-TPO) detection by chemi-luminescence (Immulite anti-TPO
Ab, Diagnostic products Co, Los Angeles, USA) following the
manufacturer's instructions. Fordiagnosing CD among the T1D patients,
an Anti-transglutaminase antibody (anti-tTg) assay was determined by
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using the ELISA Eu-tTG kit (Eurospital, Trieste,
manufacturer's instructions.

As controls we recruited 176 individuals, with median age of 29
(%13 years) without clinical signs, family history of T1D and not re-
lated to the patient group. Both patients and controls were born and
lived at Recife. The written informed consent was obtained from
patients and controls. The local ethical committee approved the
study (IMIP 1717/2010).

Two single nucleotide polymorphisms (SNPs) were selected: a
tag-SNP (dbSNP: rs6432714, ¢.1524 +486T > A) at intron 7, which covers
SNPs from intron 6 to intron 7 of the IFIH1 gene in African, Asian and Cau-
casian populations (r?>0.8, HapMap) and rs10930046 (c.1379A >G;
p.His460Arg), located at exon 7, the only non-synonymous SNP tagged
by rs6432714 that was already associated with other autoimmune
diseases (Enevold et al., 2009; Li et al., 2010) including T1D in a
genomic-wide study (Nejentsev et al., 2009).

All individuals were genotyped using the ABI 7500 real time PCR
platform and commercial TagMan® assays C_ 29330698 10 and
C__ 3204802_10 (Applied Biosystems, Foster City, CA) for the SNPs
rs6432714 and rs10930046, respectively.

Hardy-Weinberg equilibrium, SNP association test and the best
genetic model fitting with our data were performed using a likelihood
ratio test and Akaike's information criterion (AIC). The SNPassoc
package (Gonzalez et al., 2007) of R v.2.15.1 (R, 2012) software was
used to perform the statistical analysis. Post-hoc statistical power
was also calculated using G*Power v.3.1.3 (http://www.psycho.uni-
duesseldorf.de) considering an a-error probability of 0.025. Molecu-
lar modeling calculations were made through the Swiss-Pdb viewer
v.4.0.4 and the protein structure of IFIH1 was downloaded from Pro-
tein Data Bank (PDB ID: 3B6E).

Italy) following

3. Results

The distribution of IFIH1 SNP (rs10930046, rs6432714) allele and ge-
notype frequencies in T1D patients stratified for the presence of AITD,
CDor both and controls are shown in Table 1. Odds ratio (OR), P values
and AIC estimative of the genetic association tests are reported as supple-
mentary data (see Table S1). Allele and genotype frequencies of
rs10930046 SNP were not in Hardy-Weinberg equilibrium (P b0.05) in
T1D patients, when globally considered, and AITD™CD™ patients. Allele
and genotype frequencies of rs6432714 SNP were in Hardy-Weinberg
equilibrium in both control and patient groups. rs10930046 SNP did not
show association with susceptibility to T1D development (P> 0.05,
power =0.99, effect size =0.29) nor with the insurgence of CD or AITD.
rs6432714 SNP was associated with major risk for T1D in T1D patients
globally considered (OR=1.45, P=0.0365, power=0.98, effect size =
0.26) when compared with healthy subjects in log-additive model.

Table 1

However, after Bonferroni adjustment, the association was not confirmed
(P value adjusted was 0.025).

The frequency distribution of rs10930046 and rs6432714 SNPs
was similar in TID* AITD*CD™, TID* AITD*CD™, T1ID™ AITD™
DC™, TID™ AITD™CD™ patients and control individuals and no asso-
ciation was found.

Crystallographic structure analysis of helicase domain (PDB ID:
3B6E) was made in order to simulate in silico the mutation's effects
on the protein. A variation of the force field (AE=—275.2 kl.mol™?%)
was found, indicating an increase in stability of the protein when the
p.His460Arg mutation is present.

4. Discussion

The analysis of IFIH1 polymorphisms showed no statistically
significant association with susceptibility to the insurgence of T1D
or other related autoimmune disorders (namely CD and AITD) in
Brazilian patients.

Considering the role of viral infections in T1D, AITD and CD etiology
(Desailloud and Hober, 2009; Knip et al., 2005) a defective mechanism
on virus recognition caused by a deficient IFIH1 molecule could be
hypothesized. In fact, Smyth et al. (2006) and Sutherland et al. (2007)
found an association of rs1990760 SNP (p.Ala946Thr) with T1D and
Graves' disease, respectively. However, Penna-Martinez et al. (2009)
did not find association of this polymorphism with Graves' disease
and Hashimotos' thyroiditis. To our knowledge no study was performed
on the role of IFIH1 gene and susceptibility to develop CD. Nonetheless,
the small intestine lesions of CD patients could increase the chances of
infection by Enterovirus, such as coxsackievirus B4, known to be one
the major T1D-associated virus (Jaidane and Hober, 2008). Therefore,
IFIH1 protein could have a pivotal role in development of T1D and CD
simultaneously. Anyway, our findings do not support these hypotheses.

The rs10930046 polymorphism changes the amino acid at the
codon position 460 from histidine to an arginine residue (p.His460Arg),
both positively charged, in an alpha-helix region of helicase domain
(Vasseur et al., 2011). Liet al. (2010) described a protective effect of
the p.His460Arg polymorphism in development of psoriasis. Enevold
etal. (2009) did not find association of this SNP with multiple sclerosis.
In addition our results confirm those found by Nejentsev et al. (2009),
who did not find association between this polymorphism and T1D in a
Caucasian population.

Our study reports a trend for association between rs6432714 SNP
and susceptibility to T1D in a Brazilian population. However, we are
aware that, since the effect size for the association tests is moderated
(approximately 0.30), our results could be compromised by a type Il
error due to a small sample size.

Moreover, the p.His460Arg structural variation could not cause
interference with the capacity of double strand RNA virus detection;

Genotypes and alleles frequencies of rs6432714 and rs10930046 SNP of IFIH1 gene in type 1 diabetes mellitus (T1D) patients stratified according to the insurgence of autoimmune

thyroiditis (AITD) and celiac disease (CD) compared with healthy controls (HC).

AITD"CD™ AITD"CD™ AITD™CD™ AITD"CD™ TiD HC
N=6 (%) N=35 (%) N=10 (%) N =145 (%) N=196 (%) N=176 (%)
Intron 7 rs6432714 A 7 (58) 16 (80) 50 (71) 215 (74) 288 (73) 282 (80)
T 5 (42) 4 (20) 20 (29) 75 (26) 104 (27) 70 (20)
AA 2 (33) 17 (48) 7 (70) 82 (57) 108 (55)* 114 (65)%
AT 3 (50) 16 (46) 2 (20) 51 (35) 72 (37) 54 (31)
TIT 1(17) 2 (6) 1 (10) 12 (8) 16 (8) 8 (4)
Exon 7 rs10930046 T 7 (58) 55 (79) 17 (85) 226 (78) 305 (78) 283 (80)
¢ 5 (42) 15 (21) 3 (15) 64 (22) 87 (22) 69 (20)
TIT 2 (33) 22 (63) 7 (70) 93 (64) 124 (63) 114 (65)
TIC 3 (50) 11 (31) 3 (30) 40 (28) 57 (29) 55 (32)
c/c 1(17) 2 (6) 0 (10) 12 (8) 15 (8) 7(3)

@ Trendfor association found of rs6432714 SNP between T1D versus HC using log-additive model: P value=0.036; Odds Ratio=1.43; Confidence Interval (95%) =1.02-2.01,

Akaike's Information Criterion=514.3.
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the lack of association found for the rs10930046 SNPs and the nega-
tive results reported by Shigemoto et al. (2009) corroborate the
above mentioned hypothesis.

Since the tag-SNP rs6432714 showed a trend for association and rep-
resents the exon 7 of IFIH1, thus we could screen other genetic variations
on this exon. When looking at SNP databases (such as NCBI) 12 SNPs are
reported in IFIH1 exon 7, eight of which are non-synonymous SNPs.
However, beyond the p.His460Arg, all variations have a MAF (Minor Al-
lele Frequency) lower than 1%, so it is very difficult to hypothesize them
as associated with T1D.

Although the studies made by Smyth et al. (2006) and Nejentsev et
al. (2009) suggest a protective effect of IFIH1 for T1D development, our
study indicates a trend for risk effect to develop T1D of the tag-SNP
rs6432714. Four mutations of IFIHL with a functional effect have been
reported as associated with T1D: p.Glu627* is a stop codon mutation
that produces a truncated protein; p.11e923Val is a loss-of-function mu-
tation, since it significantly reduces IFIH1-dependent synthesis of IFN-b;
and the two splice site variants (rs35337543 and rs35732034) that in-
fluence putative splice sites at introns 8 and 14, respectively (Downes
et al,, 2010; Shigemoto et al., 2009). These mutations are associated
with defective or decreased levels of the protein but they are not asso-
ciated with the ability to recognize virus double strand RNA. Mutations
in the helicase domain could be associated with a better recognition of
virus dsRNA, which could reflect a risk in T1D development.

5. Conclusions

In conclusion, the SNP rs10930046 is not associated with T1D or
with the insurgence of AITD and CD in T1D patients. Despite that, the
tag-SNP rs6432714 showed a trend of association with susceptibility
to T1D and molecular modeling data suggests two other SNPs at IFIH1
at exon 7 (rs190032248 and rs139714761) that could be associated
with T1D, however, most detailed and replica studies are necessary.
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Table S1. Results of likelihood ratio test for Association between the two polymorphisms of IFIH1 gene (rs6432714 and
rs10930046) and type 1 diabetes (T1D) compared with healthy controls. The tests for comparison between patients with also celiac
disease (CD) and autoimmune thyroid disease (AIDT) with healthy controls are showed. P values < 0.05 were considered
significant.

ATD*CD" 0.51- 0.58- 0.44-

317 19.51 712 87.24 0.25 56 | 3.68 0.662064 012 544 | 42 044403 028 556 | 226 1155 033 558 | 276 0.86-8.83  0.09 54
AITD'CD™ 499 093423 168 033857 020 1924 | 1.95 0.94-4.05 0.07 1904 | 127 026626 077 1935 | 1.9 091398 009 1907 | 1.61 090288 041  191.1
AITD-CD* 0.22- 0.26-

060 0.12-3.00 204  18.64 0.64 83 | 079 0.20-3.16 073 818 | 233  20.73 049 814 | 056 012275 045 814 | 1.01 034301 099 819

AITDCD" 131 082211 209 082533 020 4449 | 141 090222 0133 4437 | 1.89 075477 017 4441 | 123 077196 039 4453 | 1.38 0.96-1.98  0.08 443
TID* 141 091219 211 087513 041 5162 | 15  0.99-2.28 0.06 515 | 1.87 078447 045 5166 | 1.31 085202 022 5171 | 143 102201 003 5143

ATD'CD’ 0.50- 0.43-

3.1 19.15 814  0.66-101 023 558 | 368 0662064 012 544 | 483 054703 024 554 | 22 11.25 035 559 | 29 089952 008  53.9
AITD'CD™ 404 047229 148 029760 090 1954 | 1.09  0.51-2.31 0.83 1936 | 146 029-7.36 065  193.4 | 1.01 046220 098 1936 | 1.12 0.60-208 073 1935
AITDCD" g9 022357 0.0 0.00-0.00 1. 831 | 0.79  0.20-3.16 0.73 81.8 | 000 0.00-0.00 1.0 811 | 094 023378 093 819 | 0.72 021-2.54 1.0 81.6

AITDCD"  gg9 055146 210 0.80.5.55 0.24 4452 | 1.03 0.65-1.63 0.90 446 218 0.83-5.69 0.10 443.4 | 0.84 0.52-1.36 0.47 4455 | 115 0.80-1.65 0.46 445.5

T1D" 095 0.61-149 197 0.78-5.01 0.30 518.3 | 1.07 0.70-1.63 0.76 518.5 | 2.00 0.80-5.03 0.13 516.3 | 0.90 0.58-1.41 0.65 5184 | 1.15 0.82-1.62 0.40 517.9

2o0dds ratio; ®confidance interval; °Akaike's information criterion.
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ABSTRACT

Type 1 diabetes mellitus (T1D) is an organ-specific autoimmune disease characterized by T-
cell mediated self-destruction of insulin producing B cells in the pancreas. In addition, T1D
patients are prone to develop other glandular autoimmune disorders such as autoimmune
thyroid disease, featuring the type III glandular syndrome (APSIII). The signal transducer and
activator of transcription 4 (STAT4) is able to regulate the production of proinflammatory
cytokines and therefore is critical in the T helper 1 cell response in T1D autoimmunity. The
interferon-induced with helicase C domain I (IFIH1) is activated in INF-I response and has
been linked to viral infection associated to T1D development. Herein, we conducted a case-
control study enrolling 173 T1D patients and 191 healthy controls, from Northeast of Brazil,
in order to assess the genetic distribution of the rs7574865 and rs3024839 single-nucleotide
polymorphisms (SNP) within STAT4 and rs3747517 and rs1990760 SNPs within IFIH1 in
T1D, APSIII patients and healthy individuals. Additionally, we conducted a meta-analysis
with the SNPs rs7574865 and rs1990760 from STAT4 and IFIH1, respectively. Distribution of
STAT4 and IFIH1 genotype and allele frequencies did not show differences statistically
significant between patients and controls in our study population; however, the meta-analysis
indicated that both STAT4 and IFIH1 are indeed associated to T1D worldwide. Our findings
suggest that although STAT4 and IFIH1 SNPs are not associated in Brazilian T1D patients,
the meta-analysis results indicated that they might play a role in susceptibility to T1D overall

and further replica studies are necessary to corroborate these findings.

Key Words: STAT4; IFIH1; SNP; T1D; APSIII
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INTRODUCTION

Type 1 diabetes mellitus (T1D) is an organ-specific autoimmune disease characterized
by T-cell mediated attack to the insulin producing B cells in the pancreas leading to insulin
deficiency [1]. T1D is a multifactorial disease with genetic and environmental factors, as well
as their interaction, playing a key role in the development of the disease. In up to one quarter
of T1D patientsm, the unbalanced immune systems spans towards an autoimmune
polyglandular syndrome type I1I (APSIII) which is characterized by simultaneous occurrence
of autoimmune thyroid disease (AITD) and sex bias (adult females are more affected) [2,3].
Futhermore, patients with APSIII may also present celiac disease (CD). Despite the genetic
variation in human leukocyte antigen (HLA) loci be involved in T1D development, new genes
have been arising as prominent in disease’s susceptibility and modulation outside their range

[1,4].

The signal transducers and activators of transcription (STAT) protein 4 is a latent
cytoplasmic transcription factor activated by phosphorylation in response to proinflammatory
cytokines, such as interleukin (IL)-12, IL-15, and IL-23 [5]. The STAT4 is involved in T
helper 1 cell (Thl) regulation and is expressed in activated peripheral blood monocytes,
dendritic cells and macrophages at inflammation sites. Additionally, STAT4 mediates I1L-12
signaling, which modulates Thl cell differentiation and proliferation, INF-y production and
the development of Th17 cells [6,7]. Since, Thl subset are critical effectors of the chronic
inflammation disorder, STAT4 could play a pivotal role in the pathogenesis of several
immune diseases [6-9]. In fact, single nucleotide polymorphisms (SNPs) within STAT4 gene
(at 2q32.2-q32.3 chromosome) have been reported as associated with altered risk for several
autoimmune diseases in different populations [4]: rtheumatoid arthritis (RA) [10], systemic
lupus erythematosus (SLE) [6], Sjogren’s syndrome (SS) [11] and systemic sclerosis (SSc)
[12].

When considering environmental factors as players in autoimmune disorders,
including T1D, viral infections have been implicated as autoimmune triggers [13,14]. The
IFIH1 gene (chromosome 2q24), also known as MDADS, encodes the Interferon-induced with
helicase C domain 1 (IFIHI), activates type 1 interferon (IFN1) pathway and pro-
inflammatory cytokines by its CARD domains, after detecting double strand RNA virus [15].
Infections by enterovirus, particulary coxsackievirus B4 strains, are known as TI1D-

associated, therefore, IFIH1 may have an important role in disease’s development and its co-
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autoimmunity related disorders [16]. Interestingly, during IFN1 activation IFIH1 and STAT4
share a common pathway and since both genes are known as associated to T1D [17] one can
hypothesize that their variants influence upon disease’s susceptibility might be stronger than

the SNPs alone.

Therefore, in this study were investigated the SNPs rs7574865 (G/T) and rs3024839
(T/C), within STAT4, and rs3747517 (C/T) and rs1990760 (C/T), within IFIH1, in T1D
susceptibility, as well as APSIII in a Northeast Brazilian population. Additionally, were
performed a meta-analysis for the SNPs rs7574865 and rs1990760 and T1D predisposition.

SUBJETCS AND METHODS

Patients and Controls

In this study we performed a case—control analysis in T1D patients from Pernambuco
State, Northeast Brazil. Were enrolled 173 T1D patients, with age ranging from 0-18 years
old at diagnosis, and mean age at onset 7,3 years = 4,1 SD. The patients attended to three
pediatric endocrinology services of public healthcare system in Recife, Brazil (Instituto de
Medicina Integral Professor Fernando Figueira, Hospital da Restauragao and Hospital das
Clinicas). A Free Consent Term from all patients (or their legal responsible) enrolled in this
study was obtained. TID patients were diagnosed according to American Diabetes
Association (ADA) criteria and classified as T1D regarding clinical and laboratorial

presentation [18].

From the T1D patients group, 47 (27,2%) were diagnosed with APSIII. The AITD
diagnosis was performed using Antibodies to thyroperoxidase (Anti-TPO) detection by
chemiluminescence (Immulite anti-TPO Ab, Diagnostic products Co, Los Angeles, USA)
following the manufacturer's instructions. The individuals with positive anti-TPO (titer
exceeding 35 IU/ml, accordingly to manufacturer's indication) were considered as having

AITD.

The control group consisted of 191 healthy unrelated blood donors from the same
geographic region of the patients group, with no history of autoimmune or chronic diseases,

aging from 16-72 years old and mean age 38,8 years + 14,7 SD. This study was carried out
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with advanced approval from the Local Ethics Committee (IMIP Number: 762/2006 and
1717/2010).

Genotyping

Genomic DNA was obtained from whole blood and extraction protocol followed
according to manufacturer’s instructions (Wizard genomic DNA purification kit; Promega,
Madison, MA). The DNA were stored at -20 °C until analysis. The SNPs assessed in this
study were recurrently described in the literature: rs7574865 (G/T) and rs3024839 (T/C) at
intron 3 and exon 4 from STAT4, respectively and rs3747517 (C/T) and rs1990760 (C/T) at
exons 13 and 15 of the IFIH1. Genotyping was performed using commercially available
Tagman Probes and the ABI7500 Real Time PCR platform (Applied Biosystems, Foster City,
CA). Allelic discrimination followed as recommended by the manufacturer and analyzed

using the SDS software 2.3 (Applied Biosystems, Foster City, CA).

Statistical ¢ Meta-analysis

Associations analysis were performed by the chi-squared test with continuity
correction; the odds ratio and 95% confidence intervals were calculated based on the Woolf’s
method [19]. The power analyses were performed using GPower software, version 3.1
(http://www.psycho.uni- duesseldorf.de).

For the meta-analysis, we searched peer-reviewed articles published from 2003 to
2013 (last searched performed in November 2013) using logical equations with the following
key terms on Pubmed and Web of Knowledge: “[(IFIHI or MDAS) and T1D]”; “(STAT4 and
T1D)”. We selected only case-control studies with the allele counts available for both SNPs
analyzed. The meta-analytic tests were carried out by the “Metafor” package [20]. When the
P value from the Cochran’s Q test for heterogeneity was lower than 0.1 the DerSimonian-
Laird’s estimator was used as random-effect model or the fixed-effect model when necessary.

The Haploview Software version 4.2 was used for calculation of haplotypes
associations. Power analyses were performed using G*Power 3.1.3 software

(http://www.psycho.uniduesseldorf.de).
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RESULTS

The allelic and genotype frequencies of the STAT4 and IFIH1 assessed SNPs in
patients and controls are depicted in Table 1. All polymorphisms were in Hardy-Weinberg
equilibrium in all groups but the T1D only. Distribution of STAT4 and IFIH1 genotype and
allele frequencies did not show differences statistically significant between patients and
controls, indicating no association with T1D or APSIII development, even when using
different genetic models, as shown in Table 2. The tested SNPs did not show linkage
disequilibrium.

Furthermore, we performed meta-analyses of the rs7574865 and rs1990760 SNPs from
STAT4 and IFIH1, respectively. Including the present study, we gathered five works with the
rs7574865 SNP [9,21-23] and eight with the rs1990760 [24-30]. The total number of cases
and controls was 1392 and 1629 for the rs7574865 SNP and for rs1990760 SNP was 24244
cases and 27472 controls.

The forest plots of the meta-analyses of the rs7574865 and rs1990760 SNPs,
respectively, are showed in the Figures 1 and 2. The rs7574865 SNPs were associated with
T1D (OR = 1.39, CI95%: 1.23-1.56); P-value < 0.0001) as well as the rs1990760 SNP (OR =
1.17, CI95%: 1.13-1.22; P-value = 0.0001), although some heterogeneity for this result was
detected (Piq = 0.0781).

DISCUSSION

Several TID patients present simultaneous autoimmune disorders and organs
commitment. The APSIII is the most frequent autoimmune disorder in T1D patients, being
more frequent in adults, with low childhood incidence. The individual pathogenic mechanism
of TID, AITD and CD remains unknown. Furthermore, it is unclear whether the development
of these diseases is due to a shared common ethiopathological mechanism or if it is just a
consequence of the presence of one autoimmune disorder function as trigger for the
insurgence of another one. The regulation pathway of T cell and the viral outcome might be a
molecular target to understand the pathogenesis of APSIII due to T cell activation and viral

infection involvement in T1D, AITD and CD mechanisms.
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In this study, we assessed the role of STAT4 and IFIH1 variants in T1D and APSIII
susceptibility. STAT4 is involved in Thl regulation and its inhibition prevents the
development of autoimmune diabetes in NOD mice, moreover, genetic variants are associated
to autoimmune disorders in several populations, becoming a potential therapeutic approach
[9,17,31]. IFIH1 SNPs were first associated to T1D among the autoimmune diseases and
since then with many other autoimmune systemic disorders. Upon viral infection, IFIH1
activates IFN1 pathway and its release might activate STAT4 in mature dendritic cell,
followed by Thl gene expression profile [32]. Therefore, herein we investigated whether: 1-
STAT4 and IFIH1 variants separately may influence in T1D and APSIII development, 2- The
STAT4 and IFIH1 variants may have their influence enhanced when occurring simultaneously

and 3- Whether STAT4 and IFIH1 SNPs are associated to T1D in a meta-analysis study.

The STAT4 rs7574865 is one of the most frequent tested polymorphism in STAT4 gene
and its function it is related to gene expression on a transcription level and splice variation [4].
The T allele of this particular SNP has been associated to multiple autoimmune disorders yet,
the results seems to be influenced regarding to the tested population [33]. In the present study,
the tested SNPs in STAT4 and IFIH1 genes did not show any association to T1D and/or
APSIII neither separately nor together. Although the SNP rs7574865 is within the intron
three, it displays a linkage disequilibrium with other SNPs with possible function [8] and the
SNP rs3024839 is an intragenic missense mutation, A > G, Isoleucine > Valine, with probable
function upon STAT4 protein. Even though STAT4 SNPs have been frequently studied as
potential markers in autoimmune diseases pathway, the results are still heterogeneous
indicating that STAT4 might display a different role in those disorders. Our results agrees
with the meta-analysis by Zheng et al, 2013, which revealed that STAT4 rs7574865
polymorphism is indeed associated with several autoimmune diseases including SLE, RA,
SSc and primary SS, but not to T1D, Ulcerative Colitis (UC) and Crohn's disease (CD)
[17]. Interestingly, SLE, RA, SSc and SS are considered systemic disorders while T1D is
characterized by as an organ-specific manifestation, which might suggest that STAT4

alterations are more related to systemic disorders than with organ-specific ones.

On the other hand, the study performed by Zervou et al., 2008, assessed the SNP
rs7574865 and TID altered risk in Crete, a genetically homogenous population [22]. The
results indicated that the rs7574865 is correlated to T1D susceptibility in the Crete population.
Moreover, this polymorphism was strongly associated with T1D in Northeastern Chinese

population compared to healthy controls [9]. Additionally, the study performed by Fourati and
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Colleagues, 2012, assessed the possible role of non-HLA genes involved with APSII, which is
composed by Addison’s diseases, AITD and/or T1D, in Tunisian patients [34]. The results
indicated that the rs7574865 within STAT4 was associated to APSII syndrome but not with
T1D and AITD alone, suggesting that STAT4 is involved with the co-occurrence of

autoimmunity endocrinopathies in APSII individuals.

IFIH1 is a helicase that senses viral dsSRNA and, when activated, supports the
transcription of type I IFN and IFN-induced genes [35]. Since IFIH1 acts during viral
infections, our previously publication hypothesized that a defective mechanism on virus
recognition might be caused by a deficient IFIHI protein [36]. However, in the present study
we did not find association to rs3747517 (A>G, Histidine>Arginine, exon 13) or rs1990760
(C>T, Alanine > Threonine, exon 15) and T1D development or APSIII syndrome. Despite
that, even when inserting our data in the meta-analysis the rs1990760 within IFIH1 was
associated to T1D. The IFIHI over expression in murine models is related to a chronic state
of IFN-I production [37]. In Multiple Sclerosis (MS) patients, an autoimmune disease, the
IFIH1 gene is more strongly expressed, together with Toll-like Receptor 7 (TLR-7),
associated to IFN-I response and consequently IFN signature [38]. The IFIH1 rs1990760 SNP
T allele is associated to an increased expression of IFIH1 in PBMCs and sensibility to IFN-a
[39]. Therefore, both STAT4 and IFIH1 variants are associated to T1D and this might be due

to its regulation of IFN-I, leading to an altered chronic expression of immune response.

In conclusion, we did not demonstrate any association of STAT4 or IFIH1 SNPs with
T1D development in a Northeast Brazilian population. Noteworthy, our study might lack the
ability of identify genetic associations due to the low power values and a much larger number
of individuals should be required in future replication studies. In addition, the meta-analysis
results showed association among the SNP rs7574865 and rs1990760 from STAT4 and IFIH1,

respectively, with TD1, even including our negative associations.
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Figures and Tables captions

Figure 1. Forest plot from the meta-analysis of the rs7574865 single nucleotide
polymorphism in the STAT4 gene.

Figure 2. Forest plot from the meta-analysis of the rs1990760 single nucleotide
polymorphism in the IFIH1 gene.

Table 1. Allelic and genotype frequencies of the STAT4 (rs7574865 and rs3024839) and
IFTH1 (rs3747517 and rs1990760) SNPs assessed in type 1 diabetes mellitus patients (T1D)
and healthy controls (HC).

Table 2. Odds ratio, 95% confidence intervals and p-values of the test for association between
the STAT4 (rs7574865 and rs3024839) and IFIH1 (rs3024839 and rs1990760) variants and
both type 1 diabetes and autoimmune polyglandular syndrome type III.
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Figure 1. Forest plot from the meta-analysis of the rs7574865 single nucleotide polymorphism

in the STAT4 gene.

Author{s) and Year T1D patients Heathy Controls 0Odds Ratio [95% CI]
G T G T
Lee, etal, 2008 516 262 200 95 - 112[084,148]
Zenvou, et al, 2008 146 52 330 67 — 180[119,272]
Martinez, etal., 2008 472 150 1160 272 i 136[1.08,170]
Bi, stal, 2013 480 340 566 242 il 162[1.32,198]
Ourwaork 2013 275 91 294 a3 —— 111[079,155]
FE Model -»> 139[1.23,156]
T T T 1
0.05 025 1.00 4.00

Observed Outcome
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Figure 2. Forest plot from the meta-analysis of the rs1990760 single nucleotide polymorphism

in the IFIH1 gene.

T1D patients Heathy Controls

Author(s) and Year C T C T Odds Ratio [95% CI]
Smyth, et al., 2006 2980 5526 4567 7117 1.19[1.12,1.26]
Todd, etal., 2007 4212 7752 4998 7806 : 1.18[1.12,1.24]
Smiyth, et al., 2008 5861 10467 7266 11412 l 1.18[1.13,1.23]
Liu, et al. - Georgia, 2009 955 1913 1477 2253 - 1.31[1.19,1.45]
Liu, et al. - Colorado, 2009 453 771 433 671 ""—' 1.10[0.93,1.30]
Aminkeng, et al,, 2009 1489 2473 1618 2566 "" 1.05[096,115]
Jermendy, etal. - Hungary, 2009 541 993 417 581 = 1.32[1.12,1.55]
Jermendy, etal. - Finland, 2009 393 625 209 291 r—-—< 1.14[092,142]
Yang, etal., 2012 734 194 741 189 »—-—< 1.04[083,130]
Our work, 2013 213 143 202 130 '—‘—* 1.04[0.77,1.42]
RE Model 0 1.17[1.13,1.22]

T I 1
025 1.00 4.00

Observed Outcome
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Table 1. Allelic and genotype frequencies of the STAT4 (rs7574865 and rs3024839) and
IFIHI (rs3747517 and rs1990760) SNPs assessed in type 1 diabetes mellitus patients (T1D)
and healthy controls (HC).

Variant HC T1D+AITD+CD T1D only APSIII
rs7574865 n Freq. n Freq. n Freq. n Freq.

G 294 0,77 260 0,75 197 0,78 63 0,68

T 88 0,23 86 0,25 57 0,22 29 0,32

GG 112 0,59 98 0,57 76 0,60 22 0,48

GT 70 0,37 64 0,37 45 0,35 19 0,41

TT 9 005 11006 6 005 5 0l
rs3024839 n Freq. n Freq. n Freq. n Freq.

T 353 1,00 331 1,00 245 1,00 86 1,00

C 1 0,00 1 0,00 1 0,00 0 0,00

TT 176 0,99 165 0,99 122 0,99 43 1,00

TC 1 0,01 1 0,01 1 0,01 0 0,00

cc 0 000 0 000 0 000 0 _ 000
183747517 o Freq. no Freq. no Freq. . Freq.
C 230 0,68 249 0,72 179 0,72 70 0,74

T 110 0,32 95 0,28 71 0,28 24 0,26

CC 77 0,45 87 0,51 63 0,50 24 0,51

CT 76 0,45 75 0,44 53 0,42 22 0,47

TT 17010 10 006 9 007 1 002
1990760  n Freq. no Freq. no Freq. ~ n  Freq.
C 202 0,61 201 0,60 150 0,61 51 0,57

T 130 0,39 135 0,40 96 0,39 39 0,43

CC 59 0,36 67 0,40 52 0,42 15 0,33

CT 84 0,51 67 0,40 46 0,37 21 0,47

TT 23 0,14 34 0,20 25 0,20 9 0,20
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Table 2. Odds ratio, 95% confidence intervals and p-values of the test for association between the STAT4

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 1s7574865
___.Comparison ____11X01X00 orxoo . 11X00 . 1X0

P-value O.R. 95% CI P-value O.R. 95%CI P-value O.R. 95% CI P-value

HC x TID 0,7737 1,04 (0,68-1,61) 09302 1,40 (0,56-3,51) 0,6320 1,11 (0,79-1,55) 0,6258

HC x T1D only 0,9753 0,95 (0,59-1,52) 09184 0,98 (0,34-2,87) 0,8095 0,97 (0,66-1,41) 0,9371

HC x APSIII 0,1864 1,38 (0,7-2,73) 04507 2,83 (0,86-9,25) 0,1570 1,54 (0,93-2,54) 0,1188
_TID only x APSIII | 02038 1,46 (0,71-2,98) 03947 2,88 (0,8-10,34) 0,1910 1,59 (0,94-2,7) 0,1127
________________________________________________________________ 183024839 ]

HC x T1D ND 1,07 (0,09-23,29) 0,5067 ND ND ND 1,07 (0,07-17,12) 0,5073

HC x T1D only ND 1,44 (0,09-23,29) 0,6444 ND ND ND 144 (0,09-23,15) 0,6449

HC x APSIII ND 0,00 ND 0,4415 ND ND ND 0,00 ND 0,4420
_TIDonly x APSIII ND . 0,00 ] ND 05812 _ND ] ND _____ND ___ 000 . ND . 0,5817
________________________________________________________________ w3747 ]

HC x T1D 0,2983 0,87 (0,53-1,38) 06264 0,52 (0,22-1,2) 0,1821 0,80 (0,57-1,11) 0,2046

HC x TID T1D

only 0,5700 0,85 (0,53-1,38)  0,6000 0,65 (0,27-1,55) 0,4438 0,83 (0,58-1,18) 0,3480

HC x T1D APSIII 0,2176 0,93 (0,48-1,8) 09589 0,19 (0,02-1,49) 10,1519 0,72 (0,43-1,2) 0,2539
_TID only x APSIII | 04346 1,09 __(0,55-2,16) 09433 _0.29 (0,04-2,43) 04108 086 _ (0,5-1,48) _ 0,6929
________________________________________________________________ 1s1990760 .

HC x T1D 0,1037 0,70 (0,37-1,04)  0,1805 1,30 (0,69-2,45) 0,5124 1,04 (0,77-1,42) 0,8486

HC x T1D only 0,0688 0,62 (037-1,04) 0,0941 123 (0,63-2,43) 0,6645 0,99 (0,71-1,39) 0,9569

HC x APSIII 0,5943 0,98 (0,47-2,06) 0,8848 1,54 (0,59-4,01) 0,5259 1,19 (0,74-1,9) 0,5512

T1D only x APSIII 0,5036 1,58 (0,73-3,43) 03298 125 (0,48-324) 08351 1,19 (0,73-1,95) 0,5567

(rs7574865 and rs3024839) and IFIH1 (rs3024839 and rs1990760) variants and both type 1 diabetes and
autoimmune polyglandular syndrome type III.

The O represents the less frequent allele, 1 de most frequent; OR = Odds Ratio; CI= Confidence Interval, APS=

Autoimmune polyglandular Syndrome; T1D: Type 1 diabetes; HC= Health control.
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