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RESUMO

Mainardi-Novo D.T.O. Estudo da regiao promotora do gene da IL-21 (IL-21) e
do polimorfismo do gene tirosina fosfatase, tipo nao-receptor 22 (PTPN22):
associacao com autoanticorpos em pacientes portadores de diabetes
mellitus tipo 1A. (Dissertacao). Sao Paulo. Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo; 2011

Resumo: As citocinas tém papel importante como mediadores através das
respostas imunoldgicas. A Interleucina-21, importante regulador dos linfécitos T e
B, é produzida por linfécitos CD4 ativados, e esta implicada na patogénese do
diabetes autoimune em modelo animal, o NOD. A regido promotora da IL-21, que
contempla sitios de controle da expressdao génica em camundongos, o NFATc2,
T-bet e c-MAF, foi estudada pela primeira vez em humanos portadores de
diabetes tipo 1A, neste trabalho. Foi analisado também a freqiéncia do
polimorfismo C1858T do gene PTPN22, que tem sido associado em estudos
recentes como fator de risco importante para diabetes tipo1A e outras doencas
autoimunes. Associou-se ainda, autoanticorpos pancreaticos e nao-pancreaticos
em diabéticos e grupo controle normal, e estes resultados foram analisados com
ambos os genes. Foram estudados 612 DM1A e 792 individuos do grupo controle.
Apébs extracdao de DNA genbdmico, a regido 5’proximal da regido promotora do
gene da Il-21, -448+83pb, foi seqlienciada em 309 brasileiros diabéticos tipo 1A e
189 individuos do grupo controle. A genotipagem do polimorfismo C1858T do
gene PTPN22, por RFLP, foi realizada em 434 diabéticos e 689 controles, bem
como os alelos HLA-DRB1. Foi encontrada uma variacdo alélica, em
heterozigoze, na posicao g.-241 T>A, em apenas uma paciente, que apresentou
idade de diagnéstico aos 30 anos de idade. Esta variante alélica nao foi
encontrada nos 497 individuos (308 DM1A e 189 grupo controle). A freqiiéncia
dos alelos polimérficos (CT/TT) foi maior nos diabéticos (18.7%) que no grupo
controle (10.6%), OR 1,94 e p<0,001. O polimorfismo C1858T do gene PTPN22
associou-se a maior freqiéncia dos autoanticorpos pancreatico anti-GAD65
(p=0,002) e nao-pancreatico anti-TG (p=0,001), quando avaliados os dois grupos
juntos, DM1A e grupo controle. Os diabéticos apresentaram maior freliéncia dos
autoanticorpos como segue: autoanticorpos pancreaticos: anti-GAD65: 225 /482
(46.7%) vs 13/786 (1.7%), p<0.001; anti-IA, : 204/469 (43.5%) vs 15/786 (1.9%),



p<0.001. Autoanticorpos nao-pancreaticos: FAN: 60/234 (25.6%) vs 13/239
(5.4%), p<0.001; anti-TPO: 64/279 (22.9%) vs 34/495 (6.9%), p<0.001; anti-TG :
65/278 (23.4%) vs 44/489 (9%), p<0.001; TRAb: 14/187 (7.5%) vs 1/327 (0.3%),
p<0.001; anti-21-OH : 8/154 (5,2%) vs 1/160 (0,6%), p< 0,001. Os autoanticorpos
a seguir foram realizados apenas nos pacientes diabéticos: anti-tTG 5/73%
(6.8%), anti-Endom 10/176 (5.7%). Com excecdao do anti-GAD65 e anti-TG,
nenhum outro autoanticorpo associou-se ao polimorfismo do gene PTPN22. Os
alelos HLA-DR3/DR$ predominaram nos diabéticos (p<0,001). Concluimos entao
que o polimorfismo C1858T do gene PTPN22 e os alelos HLA-DR3/DR4 estao
associados ao risco de DM1A. Variantes alélicas na regidao 5’ proximal do gene da
IL-21 parece nao ser predisponente a suscetibilidade ao DM1A e outras doencas
autoimunes. Autoanticorpos 6rgao-especificos sao mais freqlientes em diabéticos,
principalmente nas glandulas adrenal e tiredide. O polimorfismo C1858T do gene
PTPN22 esta associado a maior freqiiéncia dos autoanticorpos anti-GAD65 e anti-

tireoglobulina.

Descritores: Diabetes mellitus tipo 1, Auto-imunidade, Interleucina-21, Citocinas,

Polimorfismo genético, Auto-anticorpos, Doencgas auto-imunes.
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SUMMARY

Allelic variant in IL21 promoter region, C1858T PTPN22 frequency and
autoantibodies in Brazilian type 1A diabetes patients.

Abstract

Objective: Cytokines are central mediators of inflammation through innate and
adaptive immune responses. |IL-21, a critical regulator of T and B cell function, is
produced by various subsets of CD4+ T cells, and it has been implicated in the
pathogenesis of non obese diabetes mouse. The proximal promoter of IL-21,
which controls its Th-cell-subset-specific expression through the action of
NFATc2, T-bet and c-MAF in animal models, was evaluated in type 1A diabetes
(T1AD) patients for the first time. This study also analyzed the 1858T PTPN22
polymorphism, which has recently emerged as an important risk factor for T1AD
and other autoimmune diseases. Moreover, islet and other organ-specific
autoantibodies were quantified in T1AD patients and healthy controls and the
results were correlated with both genes. Research design and methods: The
case series comprised 612 T1AD patients and 792 healthy control (HC)
individuals. Genomic DNA extraction was performed by salting-out in purified
blood leukocytes. The region encompassing -448+83 bp of IL-21 gene was
amplified and sequenced using genomic DNA from 309 Brazilian T1AD patients
and 189 control individuals. RFLP genotyping of C1858T PTPN22 was performed
in 689 controls and 434 T1D patients. HLA DR3/DR4 alleles were also evaluated.
Results: A heterozygous allelic variant (g.-241 T>A) was found in only one
patient, who was 30 years old at the onset of disease. This allelic variant was not
found in 497 individuals (308 T1AD patients and 189 healthy controls). The
PTPN22 1858T allele frequency was greater in patients (18.7%) than in controls
(10.6%): odds ratio of 1.94; p<0.001. An association was found between C1858T
polymorphism and higher frequency of GAD65 Ab (p=0.002) and TG Ab
(p=0.011), among both T1AD and HC. Type 1 diabetes patients presented higher
frequency of the following autoantibodies, compared with HC (p<0.001): GAD65
Ab (46.7% vs 1.7%); |IA2 Ab (43.5% vs 1.9%); ANA (25.6% vs 5.4%); TPO Ab
(22.9% vs 6.9%); TG Ab (23.4% vs 9.0%); TRADb (7.5% vs 0.3%); 21-OH Ab (5,2%



vs 0,6%). The following antibodies were evaluated only in T1AD: tTG Ab (6.8%)
anti-Endom (5.7%). Except by GAD65 Ab and TG Ab, no association was found
between C1858T polymorphism and these autoantibodies.HLA-DR3/DR4 alleles
predominated in T1D patients (p<0.001) Conclusions: C1858T PTPN22
polymorphism and the HLA-DR3 and/or DR4 alleles were associated with
proneness to T1AD. Allelic variants at the 5’ proximal region of the IL-21 gene do
not seem to predispose to susceptibility to T1AD and other autoimmune endocrine
diseases. Autoantibodies specific to other organs and tissues are frequent in
T1AD carriers, mainly to the thyroid glands. The 1858T PTPN22 polymorphism
was associated with higher frequency of GAD65A and TGA.
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INTRODUCAO

Diabetes melito autoimune ou diabetes melito tipo1A (DM1A) é uma
doenca crbnica, que cursa com a destruicdo auto-imune das células-beta
pancreéticas produtoras de insulina, resultando na deficiéncia desse horménio
e hiperglicemia sintomatica (1,3). A ADA (American Diabetes Association)
propbs a classificacado etiolégica do Diabetes tipo 1, sendo o diabetes tipo1A
(DM1A), o que representa o diabetes imuno-mediado, e o diabetes tipo1B
(DM1B), o diabetes idiopatico, ndo auto-imune (2). No DM1A, a destruicdo
pancredtica € varidvel e progressiva, resultando na necessidade precoce e
permanente do tratamento com insulina exégena e com o risco de cetoacidose
(3).

O DM1A é mais comum na raga branca e sua incidéncia € variavel entre
populagcdes e areas geograficas. Compreende 90% dos casos de diabetes na
infancia e sua prevaléncia é de 0,3-0,4% da populagdo caucasiana nos
Estados Unidos da América (5-6). A Finlandia e a Sardenha apresentam as
maiores taxas de incidéncia mundial (superiores 35/100.000/ano), enquanto as
menores taxas sdo encontradas na maioria dos paises da América do Sul e
nos paises asiaticos (inferiores a 5/100.000/ano). No Brasil, é de 8/100.000/ano
(4).

O melhor marcador para diferenciar o DM1A dos outros tipos de

diabetes € a presenca de auto-anticorpos anti-antigenos pancreaticos: anti-
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descarboxilase do &cido glutdmico 65 (anti-GAD), anti-insulina (IAA) e anti-

tirosina fosfatase 2 (anti-1Az) (3,6,16,29,81).

1. Histdria natural do diabetes auto-imune

A histéria natural da DM1A compreende uma complexa interacdo entre
fatores ambientais, imunolédgicos e genéticos. Varios fatores etiolégicos estao
implicados como desencadeantes da auto-imunidade(60,62,66,75).

Fatores ambientais: virus Coxsackie B e da rubéola, toxinas, reduzido
namero de infecgdes (teoria da higiene), deficiéncia na suplementagdo da
vitamina D e alguns alimentos como a introducéao precoce do leite de vaca, e
tardia e abrupta de cereais (4,66).

Fatores imunoldgicos: na doenga auto-imune ocorre falha da tolerancia
imunoldgica, isto é, falha no reconhecimento do préprio (self) pelo sistema
imunoldgico, e subsequiiente reatividade imune contra auto-antigenos
(antigenos proprios)(40,43,62,63). Essa reativacdo celular colabora para o
desequilibrio da homeostase e da resposta do sistema imunolégico. No DM1A,
ha um infiltrado inflamatério no péancreas, particularmente nas ilhotas,
composto por linfocitos B e T, células dendriticas e macréfagos, bem como
auto-anticorpos circulantes contra auto-antigenos especificos pancreaticos,
configurando entdo, a participacdo tanto da imunidade celular como da
humoral (31-33,39).

Fatores genéticos: a regiao cromossdmica do sistema antigeno
leucocitario humano (HLA) do complexo maior de histocompatibilidade (MHC)

(6), localizada no cromossomo 6, constitui 0 principal locus de suscetibilidade
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para DM1A, denominado IDDM1, conferindo suscetibilidade genética de
aproximadamente 50%. No locus HLA-DR, os alelos-DR*3 e/ou -DR*4 séo os
mais freqglientes nos pacientes diabéticos (95% versus 50% dos controles
caucasianos) (37,41,60,67).

A seguir estd a regiao do VNTR (numeros variaveis de repeticdes
consecutivas) do gene da insulina (70), e outros genes como o antigeno 4
associado ao linfécito T citotéxico (CTLA4)(7) e a proteina tirosina fosfatase
nao receptor tipo22 (PTPN22) (8,52,54,59,65). Véarios outros genes, que nao
estdo na regido do HLA, estdo sendo estudados quanto a sua participacédo na
resposta imune no DM1A (1-2, 4,9,13,56,60,67).

Outras doencas auto-imunes estdo relacionadas ao DM1A como a doenca
tireoideana auto-imune (DTAI), a doenca celiaca (DC), a doenca de Addison
(DA) e as Sindromes Poliendocrinas Auto-imunes (SPA): Sindrome
Polienddcrina Autoimune 1 (SPA1), Sindrome Polienddcrina Autoimune 2 (SPA
2) e Sindrome da Imuno desregulacdo Poliendécrina ligada ao X (IPEX) (23,

24, 26,29,75).

2. Diagnéstico

Um dos classicos componentes das doencas autoimunes é a presenca
de autoanticorpos e os marcadores mais utilizados no diagnostico da DM1A
sdo os autoanticorpos contra antigenos da célula beta pancreatica (3-4,13,15-
17,26,29,81). A metodologia para a determinagédo dos auto-anticorpos € de facil

realizacado e reprodutibilidade, e auxilia no diagnéstico precoce e prevencao de
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episoédios de cetoacidose em familiares de diabéticos, embora esta nédo seja
uma indicacao usual (4). Outra importante indicacao desses auto-anticorpos é
a identificacdo dos portadores do diabetes latente auto-imune que ocorre no
adulto (LADA) (3-4,13).

No entanto, nem todos auto-anticorpos detectados em seres humanos
implicam em doenca. Os auto-anticorpos denominados naturais podem
apresentar-se em baixa concentragdo sérica em todos os seres humanos,
costumam ser mais freqliientes em idosos e sdo considerados anormais
somente em concentragdes elevadas. Normalmente, estes auto-anticorpos nao
sao oOrgaos-especificos. Ja os auto-anticorpos O6rgaos-especificos reagem
somente com componentes do 6rgdo em questao, conferindo especificidade

(16).

Assim, a deteccdo sérica de auto-anticorpos especificos, freqlentemente
presentes no sangue anos antes da manifestacao clinica da doenca, € uma
importante ferramenta para o diagnéstico de doencgas auto-imunes. A acuracia
diagnéstica é ainda muito variavel, dependendo do tipo de doenga autoimune e
dos diferentes sistemas auto-antigeno/auto-anticorpo implicados. Por outro
lado, a positividade do auto-anticorpo pode ser transitéria e até desaparecer,
sem que nunca se manifeste a doenca clinica. Portanto, € importante
considerar que a positividade do autoanticorpo ndo necessariamente configura
o diagnéstico da doenga autoimune e que, € de importancia crucial saber como
tratar esses pacientes que apresentam positividade “inesperada” de auto-

anticorpo, cuja frequéncia apresenta expectativa de crescimento, frente a
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evolucdo dos métodos de deteccdo dos auto-anticorpos, incluindo os
microarrays (23).

O diagnostico diferencial do DM1A, frequente na infancia e
adolescéncia, é fundamental, j& que outros tipos de diabetes implicam muitas
vezes em tratamentos diferentes. Pode ser dividido em Diabetes Melito (DM)
com auto-anticorpos pancreaticos positivos e negativos.

DM com auto-anticorpos positivos compreende:

O LADY (Diabetes auto-imune latente do jovem), ou diabetes tipo 1,5, ou
diabetes duplo DD ou também chamado diabetes hibrido. Essa nova forma de
diabetes foi caracterizada ha mais de uma década, por autores aleméaes e,
recentemente, por pesquisadores americanos. Um numero crescente de
criangas e adolescentes vém apresentando a mistura dos dois tipos principais
de diabetes, isto é, individuos obesos e/ou com sinais de resisténcia a insulina
associados a presenca de marcadores de autoimunidade contra as células-
beta. (22).

LADA-Diabetes Auto-imune Latente do Adulto apresenta suscetibilidade
genética semelhante a do DM1A, principalmente para os alelos HLA-DR3/DR4,
e manifestacdo clinica-diagnéstica mais tardia. Geralmente o diagndstico é
feito apés os 35 anos de idade e o periodo prodrdmico € longo e
assintomatico. Sintomas agudos, com cetondria ao diagnéstico, sao raros.
Pode ocorrer preservacao da funcédo residual das células-beta, evoluindo
lentamente para a faléncia total dessas células e consequiente dependéncia de
insulina exégena em até 5 anos ap6s o diagndstico, mimetizando entdo o

curso clinico do diabetes tipo 2 (DM2). O diagnéstico é confirmado pela
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presenca de auto-anticorpos pancreaticos, principalmente o anti-GAD, positivo
em 80% dos casos, na ocasiao do diagnostico (3-4,13).
DM com auto-anticorpos negativos:

MODY (Maturity onset diabetes of young) € definido como um tipo de
diabetes familiar, de diagnéstico precoce, podendo ocorrer durante a infancia,
adolescéncia ou ainda na fase adulta jovem. Sua transmissao genética é
autossdmica dominante e associa-se a defeitos na secregdo de insulina.
Devido as mutacbes nos genes MODY terem alta penetrancia, 95% dos
individuos que apresentarem mutacdo MODY serdo diabéticos ou
apresentarao alteracdes glicémicas até os 55 anos de idade. A suspeita clinica
deve ser conduzida, primeiramente, considerando-se o0s antecedentes
familiares (trés geracbes acometidas) e, em segundo plano, a idade do
diagnéstico. Ocorre mais em pacientes magros, contrastando com criancas e
adolescentes portadores de DM2. Existem seis subtipos de MODY, com seis
genes diferentes envolvidos na codificacdo da enzima glicoquinase ou fatores
de transcricdo expressos nas células beta-pancreaticas (2,32-34). Muitos
portadores de MODY nao requerem a insulinoterapia.

O Diabetes Mitocondrial € uma doenca rara, 0,5-2,6% dos casos de
diabetes, associada a surdez. Alteracdes no DNA mitocondrial tém sido
implicadas no desenvolvimento de diabetes mellitus, sendo a substituicdo das
bases A por G na posicdo 3243 no gene, a mutagdo mais comumente
associada. A segregacdo dessa mutacdo com diabetes foi inicialmente
reportada por van den Ouweland e col (74) e, em 1992, em uma grande familia
holandesa, sendo posteriormente proposto o nome de MIDD (Maternal

Inherited Diabetes and Deafness) para esse subtipo de diabetes. Nesses
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pacientes, a dependéncia da insulina pode ser precoce ou tardia. A suspeita
clinica é feita pela presenca de perda auditiva neuro-sensorial, transmissao
materna do diabetes, indice de massa corporal normal ou baixo e baixa
estatura (19).

Diabetes neonatal decorre de alteracbes no receptor de sulfoniluréia
(SUR). Apesar de neonatal corresponder ao periodo do nascimento até o 28°
dia de vida, o diabetes neonatal (DN) tem sido definido na literatura como a
presenca de hiperglicemia que necessita de tratamento com insulina nos trés
primeiros meses de vida. Apds os 6 meses de idade, o diabetes melito tipo 1
auto-imune representa a causa mais comum da doenga (20).

DM1 idiopético é caracterizado pela auséncia, tanto de insulite, como
dos anticorpos relacionados ao diabetes auto-imune, e cursa com periodos de
cetoacidose e graus variados de deficiéncia de insulina entre estes periodos.

Predomina em descendentes de africanos e asiaticos.

3. Autoimunidade e suscetibilidade genética no DM1A

3.1 Autoimunidade

A condigdo fisiolégica de equilibrio do sistema imunologico €

denominada de homeostase do sistema imune (30-33,68). Esta é responsavel

pela manutencdo do numero constante de células desse sistema, através de

diversas vias controladas de morte e ativagédo celular(43,68-69).



INTRODUGCAO | 32

Outro aspecto fundamental para uma condicdo normal do sistema
imune é a autotolerancia imunolégica, caracterizada pela auséncia de resposta
imunoldgica de adaptagédo aos auto-antigenos(30-33,43,68-69).

A tolerancia imunologica € denominada de tolerancia imunolégica
central, quando ocorre nos 6rgaos linféides primarios, timo e medula, onde as
células progenitoras potencialmente auto-reativas sdo eliminadas, por selecéao
negativa, antes de atingirem a circulacao periférica. E, para sanar possiveis
imprecisdes desse controle central aos auto-antigenos, ocorrem mecanismos
adicionais de controle da autorreatividade na periferia, denominada tolerancia
imunoldgica periférica (16, 29, 30-33,43,68-69).

Ja na autoimunidade ocorre um estado de sensibilidade do sistema
imunoldgico adaptativo aos antigenos préprios, por falha dos mecanismos de
auto-tolerancia, levando a auto-reatividade celular, producdo excessiva de
auto-anticorpos e lesdes teciduais (16, 29,31,).

Entre os auto-anticorpos mais estudados no DM1A encontram-se
aqueles dirigidos a enzima descarboxilase do acido glutamico 65, a prépria
insulina, ao fragmento intracelular da molécula homoéloga a proteina da familia
das tirosino-fosfatase e aos antigenos citoplasmaticos nao especificos
encontrados nas ilhotas de Langerhans (4,13,15,81). Estes auto-anticorpos
estdo presentes na maioria dos diabéticos recém-diagnosticados, variando em
relacdo a magnitude dos seus niveis séricos, sua freqiéncia e a associacao
entre eles no decorrer da doenca (16,36-37).

A velocidade de destruicido das células beta pancreédticas esta
relacionada a quantidade, tipo e titulos de autoanticorpos positivos e a

determinados marcadores genéticos (4,5,13,15,35,60,75,87-89). Pacientes com
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DM1A também apresentam freqliéncia aumentada de outras doencas
autoimunes como: tireoidite, adrenalite, doenca celiaca, ooforite, anemia
perniciosa (11-12,14-15,17,23-26,29,32,75,90-93).

Um conceito recente a respeito de autoimunidade aponta para as
situacdes de linfopenia como provavel fator predisponente (6). A homeostase
do sistema imunoldgico, situacdo equilibrada, porém dinamica, resulta da
interacdo constante da producdo de novos linfécitos nos érgaos linféides
primarios, e da expansao da populacéo de linfécitos, que pode ocorrer durante
as respostas aos antigenos imunogénicos, versus a apoptose e a inativagéo
celular, mantendo, assim, um numero equilibrado dessas células durante toda
a vida (30-33).

Em situacGes de repouso, onde ndo ha resposta imunolégica frente a
um antigeno especifico, a populagdo periférica de leucécitos é mantida
constante através da proliferacdo basal (ou espontdnea), que é minima,
apenas para manutencao da populacao celular. Ja a proliferagdo homeostatica
€ induzida quando ocorre linfopenia, que pode ser causada por infeccdo
bacteriana, viral, radiacdo, quimioterapia ou extremos de idade como nas
criangas e nos idosos, situacdes estas relacionadas a involugéo timica. (30-
33,36).

A expansédo celular do sistema imune é regulada pela interacdo das
células T entre si (que agem como sensores, reduzindo a proliferacdo quando
ha excesso de células periféricas) e pela competicdo por suprimentos
limitados. O mecanismo da expansdo das células T sofre influéncia da
competicdo por acesso a ligantes estimulatérios, incluindo citocinas e

complexo peptideo-MHC (30-33). As células T necessitam dessa interacao
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peptideo e sistema MHC para expandir em situacbes de linfopenia, e tal
expansao pode ocasionar a proliferagdo excessiva de clones de células T
auto-reativas, que estariam normalmente tamponados ( 30-33).

A elevada afinidade por auto-ligantes parece ser vantajosa para as
células autorreativas, pois a ligagdo com o antigeno é fator importante na
expansao celular do sistema imune. Situagdes de linfopenia estimulam a
competicao pelos peptideos antigénicos e favorecem a expansao das células T
auto-reativas, sugerindo que a linfopenia seja uma condi¢cdo de inducédo da
auto-imunidade. Parece, inclusive, permitir a auto-imunidade de forma mais
importante que o préprio evento causal da linfopenia (42). A linfopenia foi
identificada em casos de DM1A, lupus eritematoso sistémico (LES), sindrome
de Sjorgen, auto-imunidade precipitada por infeccédo viral e em pacientes
timectomizados por miastenia gravis que evoluem para LES. Nestes casos, o
repertério de células T é restrito. Verificou-se que a linfopenia, bem como a
ativacdo e aumento da formacdo de células T de memdria, ocorrem na
evolugéo do Diabetes Mellitus tipo 1A. (43).

Além da interacdo antigeno-MHC, outros fatores que atuam na
homeostase das células T sdo as citocinas (44), que sdo mediadoras da
inflamacéo, controlando tanto a resposta imune inata como a adaptativa (73).

As citocinas do tipo |, membros da familia gama comum, IL-2, IL-4, IL-7, IL-
9, IL-15 e IL-21, atuam na homeostase das células T e sao definidas por seus
receptores, que contém a cadeia gama comum (y;). Essa cadeia € um
componente do receptor para a transducao de sinais e também medeia os
efeitos homeostaticos das citocinas. Estas citocinas estdo envolvidas no

crescimento e sobrevida das células T e atuam na expansao ou restricao do
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repertdrio celular do sistema imune. Participam, desta forma, da homeostase
desse sistema e estdo relacionadas a auto-imunidade. As células que
possuem alta afinidade pelo préprio expandem, sob a influéncia destas

citocinas (44).

3.1.1 Interleucina-21

A Interleucina-21 (IL-21) foi recentemente descrita e faz parte da familia
das citocinas tipo |, cujos receptores tém a cadeia gama comum (y.). Produzida
por varios subconjuntos do Linfécito T CD4 +, interfere na resposta imunolégica
(44,46,47), com importante papel regulador dos linfécitos T e B (46-49). A IL-21
tem sido implicada na patogénese da diabetes tipo 1 e no modelo animal de
diabetes autoimune, o camundongo diabético nao obeso (NOD) (64,76).

O receptor da cadeia gama comum (y) encontra-se mutado na
imunodeficiéncia grave combinada ligada ao X (XSCID), uma doenca com
importante comprometimento da funcdo das células T e NK, bem como
diminuicao da funcao das células B (46).

A IL-21, produzida pelas células T CD4+ ativadas, tem capacidade de
aumentar a proliferacao de células T, coordenar a diferenciacdo de células B e
aumentar a atividade citotoxica de células NK, podendo estar relacionada ao
desenvolvimento da autoimunidade. Apresenta ainda efeito autécrino na
proliferacao de celulas T CD4+ e CD8+, 0 que parece aumentar a resposta

auxiliar Th1 e a atividade do linfocito T citotoxico (45). Fig 1.
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Figura 1. Interagdo da Interleucina-21(IL-21) e linféciots B, T e natural killer (NK), apés a
apresentagdo do antigeno pela célula apresentadora de antigeno (APC) ao linfécito T CD4
ativado (CD4+). LT CD8 (Linfécito CD8).

A IL-21 é codificada pelo gene da IL-21, que esta localizado no
cromossomo 4g26-g27. O receptor da interleucina 21 (IL-21R), descoberto em
2000, é composto de uma sub-unidade de receptor e a cadeia gama comum
(45). E expresso em tecidos linféides como o timo, baco e em células B, T, NK
e células dendriticas tanto em repouso como ativadas. Tal distribuicao indica a
participagcdo da IL-21 na sinalizacdo do sistema imune (44). O gene que
codifica o receptor da IL-21 esta localizado no cromossomo 16. Sua ativacao
pela interleucina-21 ativa as enzimas Janus Cinases, JAK1 e JAKS, sendo que
a JAK1 liga-se a sub-unidade do receptor da IL-21 e a JAK3 a cadeia gama
comum, iniciando a transducdo do sinal (47). Essas cinases, por sua vez,

ativam transdutores de sinais e ativadores da transcricdo 1 (STAT1) e 3
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(STATS3) (45) Fig2 , induzindo a expressao de genes com padrao relacionado a

resposta Th1 e a expresséao de interferon-gama (IFN-gama).

Figura 2. Complexo do receptor da Interleucina 21(IL-21); IL-21R = receptor da IL-21; g.
=cadeia gama comum; JAK 1e3 =Enzima janus cinase 1e3; STAT1= ativador de transcrigao 1;
STAT3= ativador de transcrigéo 3.

Interleucina-21 controla a diferenciacao e atividade funcional de células
efetoras T helper, neutraliza os efeitos supressores das células T reguladoras,
e estimula as células nao-imunes a produzir mediadores inflamatérios. A lesao
tecidual dirigida pela IL-21 foi demonstrada em uma série de 6rgaos como o
intestino, o pancreas e o0 cérebro, sugerindo que novas modalidades de
tratamento para neutralizar IL-21 in vivo seriam uma adi¢do valiosa ao arsenal

terapéutico para combater a inflamacéo imuno-mediada. (68).

Células T CD4+, apés a ativacdo e expansao, diferenciam-se em

subconjuntos de células T helper, com perfis de citocinas e funcbes efetoras



INTRODUCAO | 38

distintas. Até recentemente, as células T foram divididas em células Th1 ou
Th2, dependendo das citocinas que produzem. Um terceiro subconjunto de
células efetoras T helper, que produzem a IL-17, chamado de células Th17, foi
recentemente descoberto e caracterizado. Células Th17 produzem IL-17, IL-
17F, e IL-22, induzindo intensa inflamacdo dos tecidos devido a ampla
distribuicdo dos seus receptores. Essas células também secretam IL-21, que
interage com outras células do sistema imunolégico, e, por acdo autocrina,
induz a producao de IL-17 e a expressao do seu fator de transcricdo, RORyt via
Stat3. A geracédo de células Th17 na forma convencional é atenuada pelo

bloqueio de IL-21 (68-69). Figura 3.

Protecao contra patogenos intracelulares

T, 1 Autoimunidade
Stat1 IFN-y
Stat4 Hipersensibilidade
T-bet
IFN-y
IL-12 l L4 Protecao contra patogenos extracelulares
_ Tﬂz .
C\ L4 Alergia
IL-4 ’ IL-5
IL-13 | Asma
TGF-p3
+IL-6
\/ T, 17
TGF 6 Stat3 IL-17
BN\ — RORyt : . ,
IL-21 Y :t ;’F Protecio contra patogenos extracelulares
T IL-22 | Autoimunidade
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Figura 3. Diferenciagao celular do Linfécito T naive. STAT 1,3 e 4= ativadores de transcricao
1,3 e 4; Foxp3= fator de transcricdo Foxp3; T-bet= fator de trnscricao T-bet ; GATA3= fator de
transcricdo GATA 3 ; RORyt=fator de transcricdo ROR gama t ; TGF-B= fator de crescimento
beta ; INF-y= interferon gama ; Treg= células T reguladoras; Th1= linfocito T auxiliar 1;Th2=
linfécito T auxiliar 2.
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A quarta via de ativacdo linfocitaria compreende as células T
reguladoras (Treg), de fenétipo CD4+CD25+Foxp3+, que apresentam elevada
expressdo do ligante CD25 (CD25"%") e presenca do fator de transcricdo
nuclear, o Foxp3. Estao relacionadas com a supressao celular (69) e exercem
um papel importante na contengdo de respostas autoimunes em modelos
animais e em humanos. Citocinas especificas, dentre elas a IL-21, inibem a
diferenciacdo, a manutencdo e a sobrevivéncia das Tregs, e seus efeitos
podem influenciar diretamente tanto no nimero quanto na atividade funcional

destas células em doencgas auto-imunes (67)

A regulagcédo da expressao do gene da IL-21 ocorre através do controle
da regido promotora pela acao do fator de transcricdo NFATc2 (nuclear factor
of activated T cels), T-bet (47) e c-MAF (76). NFATc2 esta diretamente
relacionado a ativacdo da transcricao da IL-21 em células Th2, e o T-bet, a
inibicao da transcricao da IL-21 em células Th1(48). Apos a ativagdo de células
T, a IL-21 é fortemente induzida em nivel transcricional. Estudos, tanto em
modelo animal quanto humano, evidenciam trés sitios de ligacdo NFAT,
indutores da atividade da regido promotora da IL-21 que, quando mutados ou
inibidos pela Ciclosporina A, reduzem essa fungao (47,64). Hiramatsu et al
mostrou que o c-MAF, também importante para a producao de IL-21, é induzido

por IL-6 e inibido pelo TGF-3(64,76).

No modelo animal de diabetes auto-imune, o camundongo NOD, que é
linfopénico, a expansao de células T se correlaciona com grave inflamagéao da
ilhota. Nesse modelo animal ha super-expressao do receptor da IL-21 nas

células T de memoria, aumento dos niveis de RNA mensageiro da IL-21 e
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aumento da resposta a esta citocina in vivo (33,46). A IL-21 confere
instabilidade dentro da populacao de células T ao promover rapida proliferacao
celular, mas nao sobrevida (33,47,76). Como estas células ndo recebem sinal
de sobrevida, esta situacdo instavel de linfopenia favorece a replicacao
descontrolada, levando a senescéncia replicativa e ao continuo re-
direcionamento do repertério das células T em direcdo aos antigenos préprios,
gerados por efeito ambiental. Assim, o excesso de IL-21 parece dirigir um
circuito ininterrupto que leva a auto-imunidade (33,47). Em células B, a IL-21
induz a diferenciacao de linfécitos B em plasmdécitos e a sua maturacao e
promove a producdo de imunoglobulinas IgG, direcionando para classes de
anticorpos IgG1 e IgG3, com a participacao da IL4, e reducédo da IgE. A IL-21 é
a mais importante citocina a participar na diferenciacdo das células T e

plasmécitos (73,76).

Possui ainda efeitos pré-apoptéticos em células B inativas. Em células
NK induz a diferenciagdo celular e sua maturacdo, ativa a sua atividade
citotoxica, € indutora da atividade anti tumoral mas também tem efeito pro-
apoptético. Em células mieldides aumenta a proliferacao e/ou diferenciacao

celular de linhagens de mondcitos, macrofagos e granulécitos (49,61).

Ha estudos propondo que, em animais com diabetes auto-imune, a IL-21
seja o gene candidato da regiao 1dd3 e que a auto-imunidade seja iniciada pela
linfopenia e a compensatdria expansao homeostatica de células T auto-reativas
ativadas pela IL-21 (47). A IL-21 tem sua atividade aumentada em dois
modelos animais: o camundongo NOD (DM1A) e rato BXSB.B6-Yaa+/J (LES).

Estudos em humanos verificaram aumento da expressao do receptor da IL-21
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em portadores de esclerose sistémica (ES) (50) e artrite reumatoéide (AR) (51).
Esta hiper-expressao do receptor da IL-21 pode advir da maior expressao da
IL-21 (47,76). No entanto, quando analisamos pacientes DM1A de inicio
recente, duracado do diabetes inferior a 6 meses, evidenciamos, em relacéo a
controles normais, importante diminuicdo da expressdo dos receptores de
interleucinas de cadeia gama comum: da IL-21 e da IL-2 em linfocitos
periféricos T CD3+ e CD4+ e da IL-4 e IL-7, em linfécitos T CD3+ e CD4+
respectivamente (71). Também a expressdo do receptor da IL-17, principal
interleucina da via Th17, estava diminuida em linfécitos T CD3+ e CD4+,
sugerindo que a via Th17 n&o estd ativada na fase inicial do DM1A (72). Por
outro lado, houve reducéo significativa no nimero de células TCD4+CD25+"9"
(células T regulatérias) nestes pacientes, confirmando a importancia da menor
atividade desta via supressora na génese da autoimunidade (61,71).

Desta forma, a analise da regido promotora do gene da IL-21, citocina
ativadora da via Th17, poderia auxiliar na compreensao destes resultados. Nao
hé ainda avaliagdo em humanos portadores de diabetes.

Considerando os efeitos pleiotrépicos de IL-21 na regulacdo imune, a
busca de alteracdes genéticas que impulsionam a sua fungcédo e regulacao e

que possam, através do processo autoimune, levar a destruicdo das células

beta, sdo importantes.

3.2 Suscetibilidade genética

Quanto a susceptibilidade genética, foram descritos varios loci, estando

0s mais importantes localizados nos cromossomos 2, 6 e 11. Tanto em modelo
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animal como em humanos, os maiores determinantes do DM1A sédo os genes
do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) - Antigenos
Leucocitarios Humanos (HLA) (6). Estudos em caucasianos demonstraram
associagdo dos alelos de classe Il HLA-DR3 (DRB1*0301)-
(DQA1*0501/DQB1*0201) e/ou HLA-DR4 (DRB1*0401,02,04)-
(DQA1*0301/DQB1*0302). A protecdao é condicionada aos alelos HLA-
DRB1*15 e DRB1*11, que sao considerados protetores para diabetes na
maioria dos grupos étnicos (70).

O segundo maior locus de susceptibilidade para DM tipo 1A é o IDDM2,
que se localiza no cromossomo 11p15 e confere risco de aproximadamente
10% para DM1A. A presenca dos alelos de classe | da regido VNTR do gene
da insulina varia de 30-61% nos controles normais, enquanto que na
populacado caucasiana diabética é geralmente superior a 60%, conferindo risco
relativo de 1,9 a 3,5 (6,36-38,70). Estudos populacionais demonstram que
alelos da classe Ill sdo dominantemente protetores e estdo associados a
reducao de 60-70% no risco de desenvolvimento do DM tipo 1A (6,36-37,70).

Varios estudos tém demonstrado que outros genes atuantes na
resposta imune também parecem contribuir para a susceptibilidade ao DM1A,
como os relacionados a ativacdo das células apresentadoras de antigeno
(APC), a expressdo de moléculas co-estimuladoras e supressoras do linfocito
T, a acao citotdxica do linfécito T e a producao de citocinas e auto-anticorpos

(6,32,33). Entre eles esta o gene PTPN22 (3-5,40-41,52-55,83).
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3.2.1 Gene PTPN22

O gene da Protein Tyrosine Phosphatase, non receptor 22 (PTPN22),
localizado no cromossomo 1p13.3-p13.1, codifica a proteina tirosina fosfatase,
que é expressa primariamente nos tecidos linféides, também chamada
Lymphoid Tyrosine Phosphatase (Lyp). Lyp € um dos mais potentes inibidores
da ativacdo de células T, impede a sua ativacdo espontanea e restringe sua

resposta a antigenos (41). Figura 4.

Receptor Linfocito T

fo B
)

Csk

Proteina Linféide Fosfatase Proteina Linfoide Fosfatase
Lyp W620 LYP R620

Ativacao celular

Figura 4. Mecanismo de agao do gene PTPN22: ativagao celular através da proteina codificada
Lyp R620; ndo ativagao no polimorfismo 1858T do gene com proteina codificada Lyp W620.
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Bottini e cols (41) mostraram, que o polimorfismo (SNP) C>T na posicao
1858, que causa a substituicio de uma arginina na posicdo 620 por um
triptofano (R620W), favorece o diabetes (p<0,05) (41,52-54). Outros autores
também observaram maior freqliiéncia dos genétipos CT e TT nos diabéticos em

relacdo aos controles, especificados na Tabela 1.

Freqiliéncia
Pacientes Grupo
C1858T DM1A controle
normal
n % n %
Colorado 294 34,3 395 22,3
EUA (41)
Geodrgia 396 26,8 1178 16,5
EUA (52)
Cambridge 1573 31,5 1718 19,8
UK (53)
Turku 546 42,1 538 25,3
Finlandia (54)

Tabelal. Freqiéncia em porcentagem do C1858T do gene PTPN22 em diferentes
regides, em diabéticos e controles normais

Estudos funcionais indicam que a forma variante é incapaz de se ligar a
cinase reguladora negativa (CSK), molécula que regula, sob forma negativa, a
sinalizacdo do receptor do linfécito T (TCR) (55). A producdo de auto-
anticorpos é uma caracteristica proeminente deste SNP, que confere

susceptibilidade ao DM1A (RR=1,67) e as doencas auto-imunes o&rgéao-
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especificas e sistémicas como artrite reumatoide, artrite idiopatica juvenil, LES,
doencas de Graves e Hashimoto, mas nao esclerose multipla (41,53,56-57).

Ha poucos estudos avaliando o polimorfismo C1858T PTPN22 no Brasil.
Sua predisposicao para DM1A foi observada em populacdo com alta
prevaléncia de descendentes europeus, no Rio Grande do Sul (77). Em nao
diabéticos, parece predispor a endometriose (78) e tem maior frequéncia em
portadores da sindrome de Turner, que tém alta propensdo a autoimunidade
(79). No entanto, néo favoreceu a presenca de doenca tiroidiana em portadores
de lupus eritematoso sistémico juvenil ( 80).

A nossa avaliagao dos principais genes que predispdéem a diabetes tipo
1 em S&o Paulo, evidenciou:

Os haplétipos ligados ao maior risco relativo foram -DRB1*03 / -
DQB1*0201 e -DRB1*04 / -DQB1*0302. Os haplétipos -DRB1*15 / -DQB1*0602
e -DRB1*13/-DQB1*0603 predominaram nos individuos controles (4,70).

Quando comparamos estes dados aos de populagdes caucasianas,
observamos diferencas: nao verificamos o efeito protetor dos alelos —
DRB1*07, sendo que -DRB1*11 e -DRB1*15 foram os mais freqlentes no
grupo controle (31). Da mesma forma a presenga dos alelos -DQB1*0603 e
0301 tem efeito protetor na populacdo avaliada no HCFMUSP-LIM18,
enquanto em caucasianos estes alelos ndo induzem a protegéo (4).

Quanto aos alelos de classe | (VNTR-INS), estes foram mais freqlientes
nos diabéticos (94% vs 83,3%- p.=0,003- RR= 1,16) e os alelos de classe llI,
entre os individuos controles (72,8% vs 39,6% - p.<0,001- RR= 0,76),
associados a protecdo ao DM1. O gendtipo I/l (VNTR) prevaleceu entre os

diabéticos (60,4% vs 27,2%) quando comparado aos gendtipos /Il e /1
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(p<0,0001- RR=2,0). No entanto, a frequéncia do gendtipo I/l foi menor na
nossa populacdo quando comparada a populacdo caucasoide (75-85% com
DM1A e 50-60% no grupo controle (6,70).

Parte das diferencas relatadas entre nossos dados e o0 de grupos
caucasianos pode advir da grande heterogeneidade de nossa populagéo,
evidenciando a necessidade de definirmos fatores de risco préprios.

Neste estudo, demos continuidade a avaliagdo de diabéticos tipo 1A,

ampliando nossa casuistica e incluindo outros determinantes genéticos.

4. Autoanticorpos: DM1A e outras doencas auto-imunes

4.1 Sindromes Poliendécrinas Autoimunes (SPA)

As Sindromes Poliendécrinas Autoimunes (SPA) apresentam-se de formas
variadas quanto as doencgas associadas e as caracterisiticas imunolégicas, e
essa diversidade é importante, tanto na abordagem clinica quanto na instrutiva,
principalmente quando levado em conta suas manifestagdes imunolégicas.

Varias doencgas autoimunes estdo associadas as APS e podem ser
sintomaticas ou assintomaticas, como a doenga Celiaca (DC), e, sao
freqientemente diagnosticadas ap6s anos da doenca em curso. Outras ainda
sdo marcadamente diagnosticadas como € o caso do diabetes tipo1 A, cujo
diagnéstico é seguido da dependéncia cronica de insulina exégena.

A palavra “polienddcrina” é inapropriada, pois nem todos os pacientes

apresentam multiplos disturbios endoécrinos e, muitos deles, ndo apresentam
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nenhuma deficiéncia autoimune endocrinolégica. O reconhecimento de
pacientes com doencgas autoimunes, que podem ser portadores de uma
sindrome genética especifica, que implica em risco aumentado para multiplas
doencas autoimunes para eles e seus familiares, propiciara diagndsticos
precoces e, conseqlente, tratamentos adequados (23-26).

As Sindromes Poliendécrinas Autoimunes compreendem trés tipos

principais:

4.1.1 IPEX

Sindrome extremamente rara, geralmente ocorre em neonatos, com
freqUente evolucdo fatal. Trata-se de uma enteropatia ligada ao cromossomo X,
caracterizada pela extrema imunodeficiéncia, diarréia e diabetes tipo 1 A. Os

estudos sugerem anormalidade no gene Foxp3 (23, 24, 26).

4.1.2 APS1

A Sindrome Polienddcrina Autoimune tipo 1 é uma sindrome rara e grave,
de maior prevaléncia na Finlandia, Sardenha e em judeus iranianos. Ocorre
nas primeiras fases da vida, tipicamente em criangas com infeccéao persistente
por candidiase cutanea e mucosa, sem infeccao sistémica por este fungo e,
geralmente, associada a imunodeficiéncia grave. Freqlientemente o
diagnéstico é tardio, detectado pela hipocalcemia do hipoparatireocidismo ou

doencga de Addison no jovem (23-26).
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E de causa monogénica, devido & mutagdo do gene imunorregulador Aire
(autoimmune regulator). Pacientes que apresentam duas das seguintes
condicbes especificas: candidiase mucocutadnea, hipoparatireoidismo ou
doenca de Addison, quase sempre apresentam mutacdo desse gene.
Mutacdes do gene Aire sdo ainda responsaveis por varias outras doencas
autoimunes, que se desenvolvem no decorrer dos anos, incluindo diabetes tipo
1A, doenca autoimune da tiredide, anemia perniciosa, alopecia, vitiligo,
hepatite, atrofia ovariana e ceratiti (23-26).

Apos o diagnédstico, o acompanhamento cuidadoso se faz necessario, pois
esse monitoramento ajuda na prevencao das afecgdes oriundas do diagndstico
tardio das doencas auto-imunes associadas, como por exemplo o cancer oral

no caso da candidiase mucocutanea (26).

4.1.3 SPA 2

A Sindrome Polinendécrina Auto-imune tipo 2 é a mais frequente. O
distarbio genético ndo € monogénico e esse complexo genético alterado é
semelhante ao das doencas associadas isoladamente, como a doenca de
Addison e a tireoidite auto-imune (14,23,24,26). Apresenta manifestacdes mais
diversificadas. Hipotensédo sintomatica, que é uma apresentacado classica da
insuficiéncia adrenal na SPA2, pode estar associada com a diminuicdo da dose
de insulina do paciente portador de diabetes tipo 1A. Pacientes com SPA2
podem apresentar hiperpigmentagcdo e vitiligo e, também, quadros graves e
intermitentes de hipoglicemia e fadiga, por varios anos, até que sejam

diagnosticados (23).



INTRODUGCAO | 49

Quando uma disfuncdo rara, como a doenca de Addison, ocorre
espontaneamente, existe uma grande probabilidade de outras doencas
autoimunes estarem presentes ou virem a desenvolver-se. No caso da doenca
auto-imune da tiredide, que ocorre muito freqientemente de forma isolada, o
desenvolvimento de outra doenga autoimune enddcrina associada € menos
comum. Aquelas de prevaléncia intermediaria, como o diabetes tipo 1A e a
doenca celiaca sao, freqientemente, associadas a outras doencas autoimunes.
Como exemplo, temos que aproximadamente 1,5% dos pacientes portadores
de DM1A tém auto-anticorpo anti-21 hidroxilase (anti-21HO) e risco elevado
para doenca de Addison, que se manifesta em um terco desses pacientes

(24,26).

5. Doencas autoimunes orgao-especificas associadas ao DM1A

Doencas autoimunes 6érgao-especificas sao frequentes em pacientes
diabéticos, e incluem: doenca autoimune da tiréide, doenga celiaca, gastrite
auto-imune, doenca de Addison, anemia perniciosa, insuficiéncia ovariana
autoimune, entre outras (29, 75, 81, 82,). Cursam com a presenca de auto-
anticorpos érgao-especificos, que ajudam, quando da sua deteccao precoce,
extensivo também aos familiares dos pacientes DM1A, quanto na prevencao de
complicacdes associadas ao seu diagndstico tardio (29, 75, 81). A base genética
pode afetar a propensdo a doenca autoimune, que é variavel, dependendo da
regido onde o paciente vive, frente aos fatores ambientais que participam como

desencadeadores dessas doencas (29,81).
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5.1 Doenca autoimune tireoideana (DAT)

E a doenca autoimune mais freqilente associada ao DM1A e os auto-
anticorpos presentes sao (82): anti-tireoglobulina (ATg), anti-tireoperoxidase
(ATPO) e anti-receptor do TSH (TRADb); O anticorpo anti-tireoperoxidase é um
autoanticorpo dirigido a enzima peroxidase e o anti-TG, a molécula da
tireoglobulina presentes nas células foliculares da tiredide (81,82). Sao
encontrados em pacientes portadores de doencas tireoidianas autoimunes,
como doenca de Basedow-Graves e tireoidite de Hashimoto. O TRAb consiste
de um conjunto de autoanticorpos dirigidos aos receptores de tireotrofina
(TSH), nas células tireoidianas. Esses autoanticorpos sado geralmente do tipo
estimulador, levando a tiredide a produzir quantidades excessivas de
hormonios tireoideanos, como acontece no hipertiroidismo associado a doenca
de Basedow-Graves. Mais raramente, os autoanticorpos podem ser do tipo
bloqueador, ocupando os receptores de TSH e impedindo que o TSH normal se
ligue a estes receptores. Neste caso, ocorre uma menor produgdo de
hormonios tireoideanos, levando ao hipotiroidismo associado a tireoidite de

Hashimoto (4,15).

Os auto-anticorpos estao presentes em 50-80% dos pacientes portadores
de doenca de Basedow-Graves e em 90-100% dos casos de tireoidite de
Hashimoto. A prevaléncia dos auto-anticorpos tireoideanos é de 15-30% em
portadores de DM1A versus 10-13% da populacdo geral. Em estudo de
seguimento dos diabéticos por 20 anos, o hipotireoidismo ocorreu em 80% dos

pacientes com anti-tireoglobulina ou anti-peroxidase positivos (4,15) e a
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prevaléncia da tireoidite aumentou com a idade, além de apresentar

associa¢ao com outras doengas auto-imunes (4).

5.2 Doenca Celiaca

A doenca celiaca (DC) cursa com intolerancia ao gluten da dieta e é
caracterizada por inflamacgao, atrofia das vilosidades e hiperplasia das criptas
da mucosa do intestino delgado, por processo autoimune mediado por linfocitos
T (81,82,86). Com a retirada do glutén, essas lesbes da mucosa tendem a
evoluir para a recuperacgao tecidual. O diagndéstico é feito através de bidpsia da
mucosa do intestino delgado proximal e a presenca de auto-anticorpos
circulantes anti-endomisio (anti-Endm) e transglutaminase (anti-tTG) (82-
84,86). A susceptibilidade genética a doenca celiaca é determinada, em
aproximadamente 90% dos casos, pela regidao do HLA (alelos —-DR3/DQ2) (77)
mas também ha participacdo de genes nao-HLA, como os polimorfismos do
gene MIC-A (81).

A doenca celiaca parece ser menos freqiente do que a doencga autoimune
da Tire6ide, mas ainda é comum entre pacientes com DM1A (29,75,82,84). A
maioria das estimativas apontam para uma prevaléncia préxima de 1% da
populacado geral(29,75,82,84,85) e evidéncias recentes sugerem que as taxas
de soroprevaléncia aumentaram quatro vezes nos ultimos 50 anos (86). Ja no
diabetes a incidéncia varia de 4% a 9% (12), As manifestacdes clinicas podem
ser leves e incluem retardo do crescimento, dor abdominal e flatuléncia,

infertilidade, diminuicdo da mineralizacdo éssea, hipocalcemia com deficiéncia
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de vitamina D, alteracdes psiquiatricas e neurolégicas. Ha risco aumentado de

malignidade, especialmente linfoma gastrointestinal (12).

5.3 Doenca de Addison

A doenca de Addison (DA) cursa com a insuficiéncia adrenal primaria. E
uma doenca rara (87), com relatos de incidéncia, em paises europeus, de cerca
de 100 pacientes por milhdo de habitantes (87,88), sendo maior na
Escandinavia (140 por milhdo) (87,89). E quase exclusivamente auto-imune e
apresenta elevada comorbidade. A presenca de autoanticorpos anti 21-
hidroxilase e os alelos HLA de classe Il podem ser preditores clinicamente
relevantes (87). O maior risco esta associado ao gendtipo HLA-DRS3-
DQ2/DRB1*0404/DQ8, que é bastante especifico para a insuficiéncia adrenal
auto-imune (87,90,91). A presenca de anticorpos circulantes contra a 21-
hidroxilase, uma das enzimas que participam na biossintese de esterbides

supra-renais (87,92), é o marcador da forma auto-imune da doenca (87).

Cerca de 50% dos pacientes com a doenca de Addison tém, associados, a
doenca autoimune da tiredide e / ou diabetes mellitus tipo 1A, definindo a APS
tipo 2 (APS-2)( 24,75,84). As mulheres, geralmente sdo mais atingidas que os
homens, e sdo diagnosticadas entre 20-50 anos de idade (87,90,91). Na
progressao da insuficiéncia adrenal ha, inicialmente, aumento de atividade de
renina plasmatica, seguida de aumento dos niveis séricos de ACTH e reducao

do cortisol apds estimulo com ACTH (4,12).
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A doenca de Addison, diagnosticada e tratada, tem a expectativa de vida
considerada normal. No entanto, crises fatais adrenais sdo encontradas na
pratica clinica, mas a incidéncia de tais causas de mortes ndo é conhecida
(11). Ao longo da vida, o tratamento com a reposicao de glicocorticéides pode
causar danos, pois a maioria dos pacientes recebe doses supra-fisioldgicas,
que podem eventualmente elevar o risco de doencas cardiovasculares,

disturbios metabdlicos, infecgdes ou cancer (13).

5.4 Insuficiéncia ovariana autoimune

A insuficiéncia ovariana primaria € definida por amenorréia
hipergonadotréfica com inicio antes dos 40 anos de idade. Em 4-5% dos

pacientes decorre de processo autoimune do tecido ovariano (93).

A Insuficiéncia ovariana autoimune (IOA) é causada pela destruicdo
seletiva imuno mediada das células da teca, com a preservacao das células da
granulosa, que produzem baixas quantidades de estradiol devido a falta de
substratos. Normalmente, as concentracées séricas de inibinas sdo maiores
em mulheres com |IOA, quando comparadas as das mulheres férteis e

saudaveis e mulheres com outras formas de insuficiéncia ovariana. (94)

A presenga de auto-anticorpos circulantes dirigidos contra enzimas da
esteroidogénese, como 21B-hidroxilase (210H), 17a-Hidroxilase (170H), e a
enzima de clivagem da cadeia lateral (P450scc), caracteriza a Insuficiéncia
Ovariana Autoimune, devido a autoimunidade as células esteroidogénicas

(93,94). Mulheres com IOA séo positivas para os chamados auto-anticorpos
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anti-células esteréides (ACE), que reagem com antigenos presentes nos

ovarios, testiculos e suprarrenais ( 93,94)

5.5 Anemia perniciosa

A anemia perniciosa é considerada uma doencga auto-imune que cursa
com auto-anticorpos contra o fator intrinseco gastrico e contra as células
parietais, associados & lesdo autoimune grave da mucosa gastrica [este+6'. A
anemia macrocitica é causada pela deficiéncia da absor¢cao da vitamina B12,
decorrente da deficiéncia do fator intrinsico associada a gastrite atrofica do

corpo gastrico e seu diagndstico é baseado na confirmacao histologica.

Marcadores sorologicos podem sugerir a lesao tecidual, como o
aumento da gastrina e diminuicdo do pepsinogénio |, em jejum. A anemia
perniciosa é considerada essencialmente uma doenca de idosos. Os mais
jovens representam cerca de 15% dos pacientes. Outras doengas autoimunes
podem ser concomitantes: da tiredide (40%), diabetes mellitus tipo 1A (10%) e

vitiligo (6-8).

Sua suscetibilidade genética também esta relacionada ao Sistema
Leucocitario Humano, sendo o genétipo: HLA DRB1*03 e-DRB1*04, o de maior
suscetibilidade (20). Estudos experimentais e clinicos recentes sugerem,
fortemente, o envolvimento de longa data da infecgédo pelo Helicobacter pylori (

H. pylori) (95,96).
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6. Outras doencas autoimunes podem cursar paralelas ao DM1A, e podem

ser identificadas pelos seguintes autoanticorpos:

6.1 Fator reumatéide (FR)

Auto-anticorpo utilizado para o diagnéstico da Artrite Reumatéide (AR) e
outras doencas difusas do tecido conjuntivo. Esta presente em cerca de 80%
dos adultos com diagndstico de AR e em cerca de 20% das criangas com
artrite reumatéide juvenil. O fator reumatdide é um auto-anticorpo, geralmente
da classe IgM, dirigido contra o fragmento Fc da IgG, e tem significado clinico
na AR quando em titulos maiores que 80 Ul/ml. Titulos menores podem
aparecer em outras doencas difusas do tecido conjuntivo (LES, sindrome de
Sjégren, esclerodermia, doenca mista do tecido conjuntivo, dermatomiosite
/polimiosite) e em varias doencas infecciosas (mononucleose infecciosa,

tuberculose, sifilis, endocardite bacteriana, hepatites virais).

6.2 Fator anti-nuclear (FAN)

Na populacdo normal, abaixo de 50 anos, espera-se resultado negativo. O
resultado positivo € sugestivo de doenca difusa do tecido conjuntivo, mas a
interpretagédo dos resultados é altamente dependente dos titulos de anticorpo,
padrdes de fluorescéncia e correlagdo com dados clinicos. Populagdo normal,

particularmente individuos idosos, pode apresentar titulos baixos de anticorpos
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antinucleares, bem como pacientes portadores de infeccdes, processos
tumorais e uso de drogas, como por exemplo, clorpromazina, procainamida e
hidralazina.

Os anticorpos anti-nucleares reagem imunologicamente com constituintes
macromoleculares do nudcleo celular. Proteinas solUveis e nucleo-proteinas,
juntamente com componentes cromatinicos, freqiientemente tornam-se sitios
antigénicos para auto-anticorpos em pacientes portadores de doencas
reumaticas sistémicas. 95% a 100% dos pacientes com LES ativo e nao tratado
possui anticorpos antinucleares demonstraveis no soro.

Em ensaios de imunofluorescéncia (IF), a localizagdo celular de antigenos
produz padrées caracteristicos, associados a presenca de anticorpos
especificos ou grupos de anticorpos. Os padrdes de imunofluorescéncia devem
ser complementados por testes especificos para a deteccdo de autoanticorpos
clinicamente significativos.

A pesquisa de FAN em HEp-2 funciona como teste de triagem. Na diluicao
inicial de 1:40; qualquer teste positivo para anticorpos antinucleares por IFl em
HEp-2 é titulado até a ultima diluicao 1:1280. Autoanticorpos especificos devem
ser automaticamente pesquisados na dependéncia do padrao de fluorescéncia
observado, incluindo anti-DNA nativo, anti-Sm, anti-SS-A (Ro), anti-SS-B (La),
anti-RNP, anti-Scl-70 e anti-Jo-1. Estes auto-anticorpos sao frequientes no LES

e Sindrome de Sjbgren.
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6.3 Anti-musculo liso

Anticorpos anti-musculo liso sdo marcadores de um subgrupo de pacientes
com Hepatite Autoimune (tipo |) e constituem em um dos mais importantes
testes laboratoriais para o diagnéstico desta enfermidade.

6.4 Anti-microssomal de figado e rim (anti-LKM-1)

Os autoanticorpos anti-microssomal de figado e rim (anti-LKM-1) séao
encontrados em um sub-gupo de pacientes com Hepatite Autoimune,
geralmente com FAN negativo. A hepatite autoimune anti-LKM1 positiva é a
doencga hepdtica autoimune mais comum da infancia e tem progndstico ruim,
na maioria das vezes.

A justificativa para o estudo da regido 5 proximal do gene da IL-21 e do
polimorfismo C1858T do gene PTPN22 em pacientes com DM1A e outras
doencas autoimunes.

A etiologia do DM1A € complexa, Os estudos genéticos trouxeram
enorme contribuicdo para o seu conhecimento. Entretanto, ainda nédo estédo
totalmente definidos os mecanismos moleculares e as citoquinas que controlam
o surgimento deste processo inflamatério.

Estudos anteriores em nossa populacao nao evidenciaram a importancia
da via Th17 na patogénese de DM1A, diferentemente do observado em
modelos animais de diabetes autoimune. A avaliacdo da regido promotora
proximal da citocina inflamatéria IL-21 em humanos podera auxiliar na definicao

de seu papel no DM1A e em outras doencgas autoimunes associadas.
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Sabemos que fatores étnicos e ambientais participam na génese e
progressdo do DM1A. Grande parte dos estudos do C1858T PTPN22 em
diabéticos foram realizados em populacées caucasianas. No Brasil, apenas
uma populagdo, de ancestralidade européia, foi analisada, evidenciando a
necessidade de ampliarmos seu estudo, abrangendo também outras doencas
autoimunes .

Andlises trans-raciais com avaliagdes caso/controle sdo ferramentas
poderosas nos estudos de associacées genéticas em doencas multifatoriais,
auxiliando a evidenciar efeitos de etnia e desequilibrio de ligacdo nos genes de
predisposicao a doenca, justificando a nossa proposigao.

Tais avaliagbes podem contribuir para melhor entendimento dos

mecanismos autoimunes associados a patogenia do DM1A.

Objetivo: Avaliar o papel dos genes da IL-21 e do PTPN22 na patogénese do

DM1A através de:

Andlise da regido 5’ proximal do gene da IL21 e do C1858T PTPN22 em
pacientes com DM1A em comparagédo com individuos controles normais;
Correlacdo dos resultados obtidos com as caracteristicas fenotipicas

de nossa populacao e expressao de autoimunidade (titulos de autoanticorpos).
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PACIENTES E METODOS

1. Condicoes éticas

Este projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica para Andlise de Projetos
de Pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade
de Sao Paulo. Todas as coletas foram realizadas apds assinatura de termo de

consentimento e prévia orientagao.

2. Casuistica:

2.1 Pacientes

Foram estudados 612 pacientes diabéticos tipo 1A (DM1A), com idade de
2-70 anos (26,8 + 11,8) e idade do diagnéstico de 0,7-34 anos (11,35 = 7,3);
59,5% do sexo feminino (F), e 40,5% do sexo masculino (M). A duracdo da
doenca variou de 0,04-50 anos (10,56 + 9,83). Os pacientes foram recrutados nos
Ambulatérios de Diabetes do Hospital das Clinicas da FMUSP ou encaminhados

por médicos interessados na pesquisa.

Critérios de inclusao:

o Hiperglicemia grave, ou cetoacidose no diagnéstico

J Necessidade precoce de terapia insulinica — inferior a 6
meses do diagndstico

o Idade menor ou igual a 34 anos
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Critérios de excluséo:
J Outros tipos de diabetes

J Irmaos bioldgicos

2.2 Grupo Controle (GC)
O grupo controle normal (GC) estudado foi de 792 individuos, voluntarios

aleatoérios e voluntarios do Exército Brasileiro.

Critérios de inclusao:

° Individuos saudaveis

o Sem histéria familiar de diabetes (pais, filhos e avés)

Critérios de excluséo:

J doenga auto-imune prévia
o glicemia de jejum e/ou hemoglobina glicada alteradas
3. Métodos

3.1 Marcadores imunoldgicos

A avaliacdo da presenca dos auto-anticorpos foi efetuada no soro de
sangue coletado. O soro foi imediatamente fracionado em varios tubos para
manter aliquotas estocadas a -20°C. As diferentes andlises foram efetuadas em

uma das fracbes do soro original, evitando-se assim usar aliquotas
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descongeladas varias vezes. Os autoanticorpos compreenderam 0s seguintes

marcadores imunoldgicos:

Pancreaticos
- anti-descarboxilase do acido glutamico 65 (anti-GAD65)

- anti-tirosino fosfatase (anti-1Az)

Nao-pancreaticos (relacionados a outras doencas auto-imunes)
- anti-peroxidase (anti-TPQO)

- anti-tireoglobulina (anti-TG)

- anti-receptor do TSH (TRAD)

- fator anti-nucleo (FAN)

- fator reumatéide (FR)

- anti-endomisio (anti-endom)

- anti-musculo liso (AML)

- anti-microssomal de figado e rim (anti-LKM1)

- anti-célula parietal (anti-CP)

- anti-21 Hidroxilase (anti-210H)

Em caso de FAN positivo, foram também determinados:

- anti-DNA nativo (anti-DNAn)
- anticorpo anti-sm (anti-SMITH)
- anticorpo anti-SS-B (LA) (anti-LA)

- anticorpo anti-SS-A (RO) (anti-RO)
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3.1.1 Auto-anticorpos pancreaticos

. Anti-descarboxilase do acido glutamico (anti-GAD65) e Anti-tirosino

fosfatase (anti-1Az)

Os auto-anticorpos pancreaticos foram dosados por radioimunoensaio (reagentes
da RSR, UK). O antigeno recombinante marcado (GAD65 ou IA;) com lodo
radioativo foi incubado com o soro a ser analisado e os complexos antigeno-
anticorpo formados, tratados com suspensado de proteina A e separados por
centrifugacdo. A radioatividade do precipitado contendo o imunocomplexo foi
quantificada em contador gama automatico, utilizando programa especifico para
obtencdo de resultado diretamente da curva de padrdes realizada no mesmo
ensaio. A unidade utilizada é U/mL, valor arbitrario do fabricante RSR.
O nivel médio de anti-GAD65 obtido no nosso laboratério, em 282 individuos
controles, foi 0,12 + 0,23 U/mL e os coeficientes de variacdo intra e inter ensaios
foram de 3,0 e 5,5%, respectivamente. Foram consideradas negativas as
amostras com anti-GAD65 de 0 a 1,0 U/mL (média £ 3DP). Os valores > 1,0 U/mL
foram considerados positivos.

A nossa populagao controle apresentou valores médios de anti-lIA, de 0,07
+ 0,13 U/mL. Foram consideradas negativas as amostras com valores entre 0 e
0,8 U/mL (média + 3DP). As variacOes intra e inter ensaios foram 4,3% e 3,4%,

respectivamente. Os valores > 0,8 U/mL foram considerados positivos.



PACIENTES E METODOS | 64

3.1.2 Auto-anticorpos nao-pancreaticos

. Anti-peroxidase (anti-TPO) e Anti-tireoglobulina (anti-TG)

O método utilizado foi o Fluoroimunoensaio indireto com os reagentes da

AutoDELPHIA. Valor de referéncia: < 35 U/mL

o Anti-receptor do TSH (TRAb)

O método utilizado foi o Radiorreceptor, marcado com iodo radioativo,
reagentes da RSR. Valores de referéncia:< 8% negativo; 8 a 19% duvidoso; >19%

positivo

o Anti-enzima adrenal 21-hidroxilase (anti-210H)

O método utilizado foi o radioimunoensaio de procedéncia RSR. O soro foi
incubado com o antigeno 21-OH hidroxilase recombinante marcado com lodo
radioativo e o imunocomplexo obtido no final com proteina A, foi separado por
centrifugacdo. A presenca do auto-anticorpo foi avaliada diretamente das
contagens radioativas automatizadas e pela curva-padrao realizada no mesmo
ensaio. Considerado normal ou negativo valor menor ou igual a 1 U/ml de unidade

arbitraria.
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Fator anti-nuclear (FAN)

O método utilizado foi a Imunofluorescéncia indireta (IFI) em células HEp-2.
Para qualquer teste positivo (diluicdo 1/40), o soro foi titulado até 1/1280, seguido
de determinacdao dos autoanticorpos especificos: anti-DNA nativo (anti-DNAnN),
anti-Sm (Anti-SMITH), anti-SS-A (Ro), anti-SS-B (La), anti-RNP, anti-Jo-1. Valores

de referéncia: Negativo (ndo reagente)

o Fator reumatdide (FR)

O método utilizado foi a Nefelometria. Valor de referéncia: < 20 Ul/mL.

o Anti-musculo liso (AML)

O método utilizado foi a Imunofluorescéncia Indireta em laminas de

microscépio fixadas com tecido de parede de estbmago de rata. Valor de

referéncia: Negativo (ndo reagente)

o Anti-microssomal de figado e rim (anti-LKM-1)

O método utilizado foi a Imunofluorescéncia Indireta, utilizando laminas de

microscopio fixadas com cortes de tecido hepatico e renal de rato. Valor de

referéncia: Negativo (ndo reagente)
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. Anti-célula parietal (anti-CP)

O método utilizado foi a Imunofluorescéncia Indireta em laminas de
microscépio fixadas com tecido de parede de estbmago de rata. Valores de

referéncia: Negativo (ndo reagente)

3.2 Marcadores genéticos

A extracdo de Acido Desoxirribonucléico gendmico (DNAgen) de
leucécitos de sangue total periférico, colhido com EDTA, foi feita pelo método de
salting out. A regiao 5 proximal (promotor) da IL-21 (IL-21p) foi amplificada pela
técnica de polimerizacdo em cadeia (PCR), utilizando oligonucleotideos
especificos para a regiao -448pb+83pb pares de base e seqlenciada. O
polimorfismo do gene PTPN22 (C1858T-PTPN22) foi determinado por ensaio de
restricdo. Os alelos DR do Sistema Leucocitario de Antigenos Humanos (HLA)
do Complexo Maior de Histocompatibilidade (MHC), foram genotipados por PCR

alelo especifica.

3.2.1 Regiao 5’ proximal da IL21 (-448pb +83pb)

Amplificacao IL-21p
As amplificagbes, utilizando oligonucleotideos determinados para essa

regiao, foram realizadas a partir do DNA gendmico pela técnica da reacao de
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polimerizacao em cadeia utilizando 200ng de DNA genémico em 25 ul de reacéo,
contendo 20 pM de cada oligonucleotideo iniciador, 200 uM trifosfato de
nucleotideo (dNTP) (Invitrogen®), Platinum Tag-DNA Polymerase (Invitrogen®),
tampao (20mM Tris-HCI, 50mM KCI pH 8,4) e MgS0O4 1,5mM). As condicdes da
PCR foram padronizadas a partir de programa, com gradiente de temperatura:
94°C durante 3 minutos e 30 ciclos de: 94°C por 30 segundos; 55 a 62°C por 307;
72°C por 2 minutos, finalizando com 72°C durante 7 minutos.

Na figura 5 esta demonstrada a regiao 5’ proximal do gene da IL-21.

Regalalton of IL-21 Gene in T Calle 26283

Figura 5. Regido 5’ proximal do gene da IL-21.
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Os oligonucleotideos iniciadores que foram definidos para abranger a regiao
promotora -448pb +83pb: IL21 (83)R: 5’CTTGATTTGTGGACCAGTGTC -37; IL
21 (-448)F: 5"-CCTTATGACTGTCAGAGAGAACA -3, e a temperatura de

pareamento foi de 61°C.

Sequenciamento da IL-21p

A concentracao dos produtos gerados pela PCR foi estimada através do
marcador de peso molecular de concentracdo conhecida (PX) em gel de agarose
corado com brometo de etideo. Posteriormente, os produtos de amplificagdo
foram submetidos a purificacdo enzimatica com a combinacdo das enzimas
fosfatase alcalina de camarao (2 U/ul) e exonuclease | (10 U/ul) (PCR product
pre-sequencing kit, Amersham Life Science, Cleveland, OH, USA) com incubagao
a 37°C por 15 minutos seguido de 80°C por mais 15 minutos para inativagio das
enzimas. A reacdo de seqlienciamento foi realizada utilizando o kit ABI Prism™
BigDye Terminator (Applied Biosystems) com os mesmos oligonucleotideos
iniciadores utilizados na amplificacdo. Os produtos desta reacdo foram
submetidos a eletroforese, no sequienciador automatico ABI Prism Genetic

Analyzer 3100 automatic DNA sequencer (Applied Biosystems, Foster City, CA).
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3.2.2 Genotipagem do polimorfismo C1858T do gene PTPN22

Para a deteccao do polimorfismo C1858T no gene PTPN22, em 10ul do
produto amplificado pela PCR, foram acrescentados 2 ul tampao NEB2 e NEB1
(10X), 0,15 ul e 0,1 ul das Enzimas Xcml (1U) e Rsal (New England — Biolabs
Uniscience-EUA), respectivamente, tendo um volume final de 20 ul, com agua
MilliQ estéril.

A digestao foi processada a 37°C por 120 minutos e inativada a 65°C por
20 minutos, finalizando em 10°C. Todas estas etapas foram realizadas em
termociclador MJ Research PTC 200. O produto foi digerido e visualizado em gel
de agarose 3,0%, contendo SYBR Gold (Invitrogen®), sob transiluminacdo em luz
ultravioleta (Eletronic U.V. Transiluminador — Ultra Lum).

O sitio de reconhecimento da enzima Xcml , consiste da sequencia:

5’...CCANNNNN ' NNNNNTGG... 3’

3’...GGTNNNNN "NNNNNACC ...5’

Desta forma, produto com 215 pares de base, ndo digeridos por esta
enzima, representam o genoétipo CC. A presenca do alelo T em homozigoze
produz um sitio de reconhecimento gerando dois fragmentos, um de 169 e outro
de 46 pares de bases. O genétipo CT produz fragmentos com os 3 tamanhos de
fragmentos, 215, 169 e 46.

Para confirmacao do polimorfismo (1858 C/T), foi utilizada outra enzima de
restricdo, Rsa | cortando um outro sitio de reconhecimento. Na presencga do alelo

C em homozigoze, foram gerados dois fragmentos, um de 173 e outro de 42
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pares de base e o produto nao digerido por esta enzima, representou o genoétipo

TT.

3.2.3 Genotipagem do Sistema HLA-DR

Genotipagem HLA-DRB1 e DQB1: kit comercial (Micro SSP™ Generic HLA
Class Il DNA typing Tray — Genovision). A amplificacdo dos alelos HLA-DRB1 foi
realizada pela técnica da PCR alelo especifica (PCR SSP-Sequence Specific
Primers), utilizando o conjunto diagnéstico de tipagem para DRB1 genérico (Micro
SSP™ Allele Generic and Specific HLA classe | DNA Typing Tray-One-Lambda
INC). O Conjunto para andlise dos alelos DRB1 é constituido por 23 diferentes
oligonucleotideos iniciadores de seqUéncias especificas e do gene da B-globina
humana, utilizado como controle interno da reacao de PCR.

Aos tubos contendo os oligonucleotideos iniciadores, acrescentou-se: MIX
de oligonucleotideos, DNA gendmico (100 a 200ng) e a enzima Taqg-DNA-
polimerase Platinum INVITROGEN 5U/uL (3,5uL para DRB1). A seguir as placas
da PCR foram submetidas a amplificacdo em termociclador (MJ Research PTC
200). As amostras amplificadas foram visibilizadas através do gel de agarose,
corado com brometo de etideo. Os géis sdo expostos a luz ultravioleta e as
imagens, arquivadas e analisadas através de programa especifico fornecido pelo

fabricante (One Lambda DNA/LMT verséo 3.8).
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3.3 Outras determinacoes

3.3.1 Glicemia

Para a dosagem das glicemias, utilizou-se amostras de sangue
venoso, colhidas a temperatura ambiente, em tubo contendo fluoreto de sédio -
EDTA. O método utilizado foi o enzimatico-colorimétrico. Valores de referéncia:

Adultos 70-99 mg/dL ( 3,89-5,83 mmol/L).

3.3.2 Hemoglobina glicada

A hemoglobina glicada (HbA1,) foi determinada em sangue venoso
colhido em frasco contendo anticoagulante EDTA, pelo método de Cromatografia
Liquida de alta Eficiéncia (HPLC), Variant Il Turbo. Valores de Referéncia: 4,1 a

6,5 % para HbA1¢.

3.3.3 Peptideo C

O método utilizado foi o ensaio imunofluorométrico (IFMA), com a
determinacao em soro obtido de sangue em jejum. O Peptideo C é um peptideo
liberado quando a pré-insulina é clivada dando origem a insulina. E secretado
pelas células beta em concentragdes equimolares a da insulina. Valores de

referéncia: 0,4 a 3,6 ng/mL.



PACIENTES E METODOS | 72

3.4 Analise Estatistica

Para responder aos objetivos do estudo, primeiramente foram descritas as
caracteristicas dos grupos através de freqiéncias absolutas e relativas. A
associacdo das variaveis continuas e caracterizadas, em relagdo aos grupos
(DM1A e GC) foi determinada através dos testes qui-quadrado ou testes exatos
de Fisher ou testes da razado de verossimilhancas, sendo esses dois ultimos
aplicados quando a amostra foi insuficiente para a aplicagdo do teste qui-
quadrado (Kirkwood e Sterne, 2006).

A idade de coleta, glicose e hemoglobina glicada foram descritas segundo
grupos com uso de medidas resumo (média, desvio padrao, mediana, minimo e
maximo) e comparadas entre os grupos com uso de teste t-Student (Kirkwood e
Sterne, 2006) para a idade e testes Mann-Whitney (Kirkwood e Sterne, 2006) para
glicose e HbA1c. O tempo de doenca, idade de diagnostico e glicemia inicial
foram descritas apenas no grupo de diabéticos.

Os testes foram realizados com nivel de significancia de 5%.
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1. Caracterizacao da populacao estudada
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Pacientes com DM1A (n= 586) tinham menor idade, glicemias e HbA1c

mais elevadas e menores niveis de peptideo C em relagédo ao grupo controle

(n=776) (p<0,001). Tabela 2. A idade do diagnostico dos pacientes DM1A foi de

0,7-34 anos (11,3 + 7,3), a duracao da doenca de 0,04-50 anos (10,6 £9,8) e a

glicemia, de (185,96 + 114,27). Tabela 3. Quanto a raca, a branca predominou

tanto nos diabéticos como no grupo controle, 81,9% e 65,4%, respectivamente,

sendo mais frequente nos diabéticos (p<0,01), seguida dos pardos, negros e

amarelos. O género feminino (F) correspondeu a 59,5% no grupo dos

diabéticos, e 39% (F) dos controles (p<0,001). Tabela 4.

Variavel Grupo Média DP Mediana Minimo Maximo n p
dade (anos) Controle 28,62 11,75 25 1 75 776 <0,001*
DM1A 21,96 12,50 19 1 65 586
Hemoglobina glicada Controle 5,77 0,78 5,5 3,9 8,3 587 <0,001#
DM1A 8,45 2,18 8,16 3,28 16,4 482
Control 2,24 1,86 1,7 0,2 21 767
Peptideo C ontrote ’ ’ ’ ’ <0,001#
DM1A 0,31 0,24 0,25 0 1,4 255

* Resultado do teste t-Student
# Resultado do teste Mann-Whitney

Tabela 2. Avaliagdo dos grupos: diabéticos (DM1A) e controles normais. DP: desvio-padrdo. n= espago amostral.
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Variavel Grupo Média DP Mediana Minimo Maximo n
Idade diagndstico

(anos) DM1A 11,35 7,30 10 0,7 34 558
Durac¢do doencga

(anos) DM1A 10,56 9,83 8 0,04 50 525
Glicemia DM1A 504,93 207,26 500 115 1200 235

Tabela 3. Avaliagéo da idade de diagnéstico, duragéo da doenca e glicemia atual nos
pacientes diabéticos (DM1A).

Grupo

Variavel Controle DM1A Total P

n % n % n %
Cor da pele <0,001#
B 489 65,4 489 81,9 978 72,7
P 209 27,9 93 15,6 302 22,5
N 44 5,9 11 1,8 55 4,1
A 6 0,8 4 0,7 10 0,7
Total 748 100 597 100 1345 100
Sexo <0,001
F 309 39,0 364 59,5 673 47,9
M 483 61,0 248 40,5 731 52,1
Total 792 100 612 100 1404 100

# Resultado do teste da razéo de verossimilhancas
Tabela 4. Comparagdo do grupo controle e diabéticos (DM1A), quanto a cor da pele: B= branca; P= parda; N= negra; A= amarela,
e ao género: F= feminino e M= masculino.

2. Sequienciamento da regiao 5’ proximal da IL-21

O sequenciamento da regido 5 proximal do gene da IL-21 (IL-21p), foi

realizado em 309 pacientes DM1A e 189 individuos GC. Evidenciou-se apenas

uma variante alélica em heterozigoze, na regido 5’ proximal do gene da IL-21,

na posicdo g.-241 T>A (Fig 6), em uma paciente DM1A, com idade de
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diagnéstico de 30 anos, duracdo da doenca de 1 ano e autoanticorpos
pancreaticos positivos: anti-GAD= 22,8 Ul/mL e anti-lIA.. 36,9 Ul/mL. Era
portadora dos gendétipos cc do polimorfismo C1858T PTPN22 e HLA-DR1/DR4.
Esta variante alélica nao foi encontrada nos outros 497 individuos (308
pacientes DM1A e 189 do grupo controle).

Nao foi observado nenhum outro polimorfismo nessa regido, nem nos

portadores de DM1A, nem no grupo GC.

Figura 6 . Variante alélica encontrada na regido 5’ proximal
do gene da IL-21 na posigédo -241 T>A, em paciente portadora
de DM1A.

3. Polimorfismo C1858T do gene PTPN22

3.1 Frequéncia dos genotipos CC, CT e TT do polimorfismo C1858T

do gene PTPN22

O alelo T do C1858T do PTPN22 foi mais freqiente no grupo DM1A
(18,7%) que no GC (10,6%) (p<0,001). Os gendétipos CT e TT conferiram risco

1,94 vezes maior para a doenca (OR 1,94; p<0,001). Tabela 5.
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Grupo
C1858T PTPN22 Controle DM1A p
n (689) % n (434) %
<0,001
cC 616 89,4 353 81,3
CT/TT 73 10,6 81 18,7

Tabela 5. FreqUéncia do polimorfismo C1858T do gene PTPN22, CC alelo selvagem e CT alelo
heterozigoto e TT alelo homozigoto do polimorfismo, em pacientes diabéticos (DM1A) e grupo controle
(GC).

3.2 Frequiéncia do polimorfismo C1858T PTPN22 relacionado ao

género e raca

Quando avaliamos todos os individuos, diabéticos e grupo controle, os
genoétipos CT e TT foram mais frequentes na raca branca (p=0,009) e nao

apresentaram predominio de género (p=0,293), Tabela 6.

PTPN22

Variavel Selvagem Hetero/homo mutado Total o]

n % n % n %
Cor da pele 0,0094#
B 637 68,6 116 78,9 753 70,0
P 234 25,2 29 19,7 263 24,4
N 49 5,3 2 1,4 51 4,7
A 9 1,0 0 0,0 9 0,8
Total 929 100,0 147 100,0 1076 100,0
Sexo 0,293
F 428 44,2 75 48,7 503 44,8
M 541 55,8 79 51,3 620 55,2
Total 969 100,0 154 100,0 1123 100,0

# Resultado do teste da razao de verossimilhangas
Tabela 6. Freqliéncia dos gendtipos CC, CT/TT do polimorfismo C1858T do gene do PTPN22 quanto ao género e cor da pele.
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3.3 Polimorfismo C1858T do gene PTPN22 e autoanticorpos

A variante C1858T do gene PTPN22 foi associado com maior
frequéncia dos seguintes autoanticorpos: anti-GAD65 (26.5% vs 15.9%;
p=0.002) e anti-TG (22.2% vs 12.4%; p=0.011) quando analisamos pacientes e

controles em conjunto. Tabela 7.

PTPN22

Variavel cc CT/TT grupo p

n % n %
anti-GAD 65 0,002
Positivo 145 15,9 38 26,4 DM1A + GC
Total 910 100,0 144 100,0
Anti TG 0,011
Positivo 76 12,4 20 22,2 DM1A + GC
Total 614 100,0 90 100,0

Tabela 7. Freqliéncia dos autoanticorpos anti-GAD65 e anti-tireoglobulina (anti-TG) nos
gendtipos selvagem (CC) e polimérficos (CT/TT) do gene PTPN22 em diabéticos (DM1A) e

control e normal (GC).

3.4 Polimorfismo C1858T do gene PTPN22 e caracteristicas clinicas e

laboratoriais de pacientes com DM1A

O alelo 1858T nao influiu na idade de diagnostico e valores de glicemia e

de HbA1c.
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Variavel PTPN22 Média DP Mediana Minimo Maximo n p
Idade diagndstico cC 11,08 7,34 10 0,7 34 330 0.561*
(anos) CT/TT 1162 694 10 1 33 74
Duracao doenca cC 11,12 9,91 9 0,04 42 315
(anos) 0,934*
CT/TT 11,23 11,25 9 0,1 50 73
:—IHek:;igcl)obma glicada cC 6,85 2,03 6 3,28 16,4 796 0,392
CT/TT 6,97 1,97 6,36 4,5 15,2 120
Glicemia cC 520,55 214,04 500 150 1200 152 0,383
CT/TT 473,25 171,60 500 120 959 36
CC 1,70 1,59 1,2 0 12,21 775
Peptideo C ’ ’ ’ ’ 0,041#
CT/TT 1,58 2,31 0,99 0 21 106

* Resultado do teste t-Student

# Resultado do teste Mann-Whitney
Tabela 8. Avaliagdo dos gendtipos CC e CT/TT do polimorfismo C1858T do gene PTPN22 quanto as caracteristicas clinicas e
laboratoriais dos pacientes diabéticos.

4. Autoanticorpos pancreaticos e nao pancreaticos

4.1 Autoanticorpos pancreaticos (AAP)

Anti-GAD e anti-lIA2: Os autoanticorpos pancreaticos, anti-GAD e anti-
IA,, foram analisados nos diabéticos e no GC. Os pacientes diabéticos
apresentaram freqiéncia de 46,7% (225/482) de anti-GAD+ e 43,5% (204/469)
de anti-lA;, enquanto o grupo controle, de 1,7% (13/786) e 1,9% (15/786),
respectivamente, p<0,001 em ambos. Dos 482 pacientes analisados, 60,6%
(292/482) tinham um ou outro autoanticorpo pancreatico positivo, e 25,9%

(125/482) apresentaram os dois autoanticorpos positivos.
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Anti-GAD+: O sub-grupo de pacientes com anti-GAD+ (46,7% da
nossa populagao), caracterizou-se por duracado média da doenca de 6,6 anos,
freqUéncia dos gendtipos CT e TT do C1858T PTPN22 de 15,5% , dos alelos
HLA-DR*3 (53,3%) e -DR*4 (33,5%) de 86,8% e HLA ndao-DR*3n&o-DR*4 de
13,2%.

Anti-1A2+: positivo em 43,5% (204/469) dos diabéticos, com duragao
média da doenca de 5,1 anos. Os gendtipos polimérficos do PTPN22 CT/TT
estavam presentes em 14,7%, e os alelos de suscetibilidade em 84,8%, sendo
-DR*4 (33,3%) e -DR*3 (44,8%). Os alelos ndao-DR*3 nédo -DR*4 tiveram

frequéncia de 15,2%.

Anti-GAD+ e anti-lA>+: Neste grupo, 125 diabéticos apresentaram
dupla positividade dos autoanticorpos pancreaticos, duracdo média da doenca
de 5,2 anos. Os genoétipos CT/TT do polimorfismo do PTPN22 estavam
presentes em 16% e os alelos de suscetibilidade HLA-DR*03 (43,2%), DR*4

(25,6%) e ndo~DR*3 nao-DR*4 (31,2%).

4.2 Autoanticorpos nao-pancreaticos (AANP):

Todos os autoanticorpos, exceto o anti-LKM1A, o anti-endomisio e o
anti-transglutaminase (sendo que os dois ultimos foram determinados apenas
no grupo de diabéticos), foram mais frequentes nos diabéticos que no GC.

Grafico 1.
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Grafico 1. Frequéncia (%) dos autoanticorpos pancredticos e nao-pancreaticos em
pacientes diabéticos tipo 1(DM1A) e grupo controle. Autoanticorpos pancreéticos: anti-GAD65:
225 positivos /482 analisados(46.7%) vs 13/786 (1.7%), p<0.001; anti-1A, : 204/469 (43.5%) vs
15/786 (1.9%), p<0.001. Autoanticorpos nao-pancreaticos: FAN: 60/234 (25.6%) vs 13/239
(5.4%), p<0.001; anti-TPO: 64/279 (22.9%) vs 34/495 (6.9%), p<0.001; anti-TG : 65/278
(23.4%) vs 44/489 (9%), p<0.001; TRAb: 14/187 (7.5%) vs 1/327 (0.3%), p<0.001; anti-21-OH :
8/154 (5,2%) vs 1/160 (0,6%), p< 0,001. Os autoanticorpos a seguir foram realizados apenas
nos pacientes diabéticos: anti-tTG 5/73% (6.8%), anti-Endom 10/176 (5.7%).

5. Freqliéncia dos alelos HLA-DRB1 nos diabéticos e grupo controle

Os alelos HLA-DR3 e/ou —DR4 foram mais frequentes nos diabéticos
(p<0.001) (Tabela 9). O alelo —DR4 foi mais prevalente nos diabéticos quando
comparados ao grupo controle normal (57,4% versus 22,6% do grupo GC),
conferindo risco relativo para a doenca de 3,79 p<0,0001 ( p.<0,0018 -correcao

de Bonferrone).
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Grupo
HLA-DRB1 Controle DM1A p
n (700) % n (460) %
DR 3 33 4.7 243 52,8 <0,001
DR 4 158 22,6 264 57,4 <0,001
DR3ouDR4 188 26,9 387 84,1 <0,001
DR3eDR4 3 0,4 120 26,1 <0,001

Tabela 9. Freqliéncia dos alelos HLA-DRB1 nos diabéticos (DM1A) e grupo controle.
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DISCUSSAO

O diabetes mellitus tipo 1A cursa com a destruicdo imunomediada das
células-beta pancreaticas (1,3,64,73), determinada pela complexa interacéao
entre fatores ambientais, imunolégicos e genéticos (3),

Fatores genéticos predisponentes contribuem na génese e progressao do
diabetes e também na maior susceptibilidade a outras doencas autoimunes
(3,9,13,29). Os genes do sistema HLA respondem por cerca de 50% da
susceptibilidade genética do DM1A (37,38,67,83). Outros genes ligados a
resposta imune, que codificam moléculas que interferem na ativacdo e
supressdo de linfécitos T e na producdo de citocinas mediadoras da
inflamacéo, e que controlam tanto a resposta imune inata como a adaptativa,
também tém papel critico nesta predisposicao (4,5,40,41,83). A identificacao
dos mecanismos que coordenam estes processos, incluindo outros
determinantes genéticos atuantes na autoimunidade, permitira a abordagem
terapéutica mais efetiva do diabetes (3,5,17,26,75,83).

Com o intuito de ampliarmos o conhecimento sobre os mecanismos que
predispdem ao DM1A e suas interfaces com outras doengas autoimunes
relacionadas ao diabetes, direcionamos nossa pesquisa para dois genes
atuantes na resposta imune: o gene PTPN22, na expressao do alelo 1858T, e o
gene da IL-21, avaliando sua regidao promotora. Neste estudo, realizado em
612 pacientes DM1A e 792 controles normais, analisamos o papel
predisponente destes genes no diabetes tipo 1A e também em outras doencas
autoimunes, através da determinacdo de classicos marcadores da
autoimunidade: o0s autoanticorpos especificos. Assim, autoanticorpos
pancreaticos (IAA, anti-GAD e anti-IA2) e contra outros 6rgaos e tecidos foram
incluidos na pesquisa.

A deteccdo de auto-anticorpos, frequentemente presentes no sangue
anos antes da manifestagédo clinica da doenca, € uma importante ferramenta
para o diagnostico da agressao imune e o conhecimento de sua prevaléncia na
populacdo com diabetes pode direcionar a freqiéncia de sua determinacao, a
qual é importante no diagndstico precoce e tratamento destas doencas.
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Caracteristicas da Populacao com DM1A

A raca branca foi a mais prevalente nos dois grupos.

No grupo com diabetes, como esperado, houve maior freqiéncia de
brancos (81,9%) em relacdo aos controles (65,4%), jA que o DM1A ocorre
principalmente em brancos ou populacdes miscigenadas com brancos
(3,4,5,8,41,53).

O grupo com DM1A apresentou menor idade média e maiores valores
de glicemia e HbA1c em relacdo aos controles. Diabetes tipo 1 A também
predisp6s a maior freqiiéncia de todos os autoanticorpos ( pancreaticos e nao
pancreaticos) analisados, exceto para o anti-LKM1. Na populacdo com
diabetes, os autoanticorpos mais freqlentes foram o anti-GAD e anti-1A2,

seguidos dos autoanticorpos anti-210H, anti-tiredide e anti-nucleo (FAN).

IL-21

A IL-21, citocina do tipo |, € membro da familia de interleucinas de cadeia
gama comum, juntamente com a IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 e atua na
homeostase das células T (44). Esta envolvida no crescimento e sobrevida das
células T e na expansao ou restricao do repertorio celular do sistema imune
(44-46). Paralelamente, inibe a diferenciacao, a manutencao e a sobrevivéncia
das células T reguladoras, supressoras da autoimunidade, influindo
negativamente na atividade funcional destas células (44-46,49). Produzida
principalmente pelos linfocitos T CD4+ , a IL-21 tem agbes pleiotrépicas e, em
geral, pré-inflamatérias. Esta implicada na génese e progressado de diversas
doencas autoimunes, tais como LES, artrite reumatéide e esclerose sistémica
(71) e no modelo animal de diabetes autoimune, o camundongo NOD
(44,64,76).

Nestes animais ha super-expressao do receptor da IL-21 nas células T de
mem©éria, aumento dos niveis de RNA mensageiro da IL-21 e aumento da
resposta a esta citocina in vivo (33,44,46).

Regiao 5’ proximal da IL-21

Varios fatores de transcricdo atuam na expressao da IL-21, alguns deles
com sitios de ligacao na regidao 5’ proximal do gene da IL-21, como o NFATC2
e o c-MAF, ativadores, e o T-bet , supressor de sua transcricao (44,48,64,76).

Assim, variantes na regidao promotora poderiam estar implicadas na ativacédo da
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via da IL-21, observada nos animais diabéticos. Entretanto, ainda nao ha dados
acerca da regulacao da IL-21 em humanos que possam predispor ao DM1A,
justificando a avaliacao da regidao -448+83pb do gene da IL-21, a qua
contempla esses sitios reguladores.

Variante alélica g-241 T>A

No presente estudo identificamos, pela primeira vez, na regiao 5
proximal do gene da IL-21, a variante g-241 T>A, em heterozigose, em uma
paciente diabética tipo 1A, com diagnéstico aos 30 anos e duracido da doenca
de 1 ano. Era portadora de autoanticorpos pancreaticos positivos e também
dos gendtipos CC do polimorfismo C1858T do gene PTPN22 e HLA-DR1/DR4.
A variante encontrada estava ausente em 189 controles, bem como em
populacdes européias e asiaticas (banco de dados-
www.ensembl.org/index.html), sugerindo que essa alteracdo ndao €& um
polimorfismo (86). Uma variacdo alélica é considerada um polimorfismo génico
se esta presente em mais de 1% de uma determinada populacdo (86). Esse
conceito é baseado na freqiéncia populacional e ndo leva em conta os efeitos
patogénicos de uma variante (86). A irma da paciente, portadora da mesma
alteracdo em heterozigose, ndo apresenta diabetes, sugerindo que essa
variante alélica ndo é determinante do diabetes autoimune no homem. Quanto
a idade tardia de diagnostico, a auséncia dos alelos HLA-DR3 e 1858T do
PTPN22 pode ter contribuido, considerando que maior freqiiéncia de genes de
susceptibilidade parece condicionar o aparecimento do diabetes em idades
mais precoces (1,3-6,9,17,26,30,34,38,40,81).

Nenhuma outra variante foi encontrada na regido 5’proximal do gene da
IL-21, nem no grupo de diabéticos € nem no grupo controle, incluindo o
polimorfismo rs77935281 GT , relatado nessa regido em banco de dados (
www.ensembl.org/index.html), sugerindo que alteracbées nesta regido ndo estao
implicadas na susceptibilidade ao DM1A em humanos ou a expressao da IL-21.
Podemos também inferir que variantes polimoérficas nesta regido nao
predispdem a outras doencas autoimunes, considerando que muitos pacientes
e alguns controles eram portadores de autoanticorpos contra a adrenal, a
tiredide e varios outros tecidos. Fatores étnicos, frente a grande diversidade
genética da nossa populacdo, também nao pareceram influir em nossos

resultados.
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Outros sitios de transcrigao talvez estejam envolvidos na regulacao da
expressao da IL-21 no homem. McGuire HM et al (82) demonstraram que a
elevada producdo de IL-21 no camundongo NOD resultava de dois
polimorfismos de um Unico nucleotideo, na regido promotora distal do gene da
IL-21, que aumentavam a afinidade de ligacao para o fator de transcricao Sp1.

Assim, podemos concluir que variantes alélicas sao raras na regiao
5’proximal do gene da IL-21, o que sugere uma funcao biolégica importante
para esta citocina, ou ainda, que ela seja uma molécula relativamente nova do
ponto de vista evolutivo (84). Reforcando nossa observacdo, estudo em
populacao japonesa encontrou apena uma variante alélica no introm 3 do gene
da IL-21, predispondo a DM1A (84).

Nossos resultados né&o parecem justificar os achados de menor
expressao de receptores de IL-21 em linfécitos T periféricos de pacientes com
DM1A de inicio recente (71) . Considerando que a expressao de receptores de
varias proteinas €, muitas vezes regulada pela concentragcdo das préprias
proteinas ( 31,33,44,49). podemos sugerir que a reduzida expressao de
receptores de IL-21 em linfocitos periféricos de pacientes com DM1 de inicio
recente nao depende de alteracdes na regiao promotora proximal da IL-21.

Polimorfismo C1858T do gene PTPN22

A proteina tirosina fosfatase LYP, codificada pelo gene PTPN22, € um
dos mais potentes inibidores da ativacdo de células T. O polimorfismo C>T na
posicdo 1858, descrita por Bottini et AL (41), predispde ao diabetes (41,52-
54,83) em varias populacoes.

Estudos funcionais indicam que a variante é incapaz de se ligar a cinase
reguladora negativa (csk), molécula que regula, sob forma negativa, a
sinalizacdo do receptor do linfécito T (55). Uma caracteristica proeminente
deste polimorfismo é a producao de autoanticorpos, conferindo suscetibilidade
ao DM1A , bem como a outras doengas autoimunes (41,53,56-57).

Na nossa avaliagdo, os gendétipos CT/TT do C1858T PTPN22 foram
mais frequientes nos pacientes com DM1A que no grupo controle (18,7% vs
10,6% p<0,001 ), conferindo risco relativo para a doencga de 1,94.. No entanto,
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a freqliiéncia dos gendtipos de risco foi menor que a observada em populacoes
caucasianas, nas quais variou de 26,8% nos EUA a 42,1% na Finlandia (41).
O alelo 1858T ¢ praticamente ausente em populacbes com descendentes
africanos e asiaticos (85), o que pode explicar esta diferenca, ja que a nossa
populacdo apresenta heterogeneidade racial importante, com descendentes de
amerindios, africanos, asiaticos e europeus.

Em concordancia com estes resultados, observamos predominio dos
genotipos CT/TT na raga branca (p<0,009), quando analisamos 0S grupos
pacientes e controles.

O polimorfismo C1858T do PTPN22 foi ainda associado a maior
freqUéncia do autoanticorpo pancreatico anti-GAD (26,5% vs 15,9%; p=0,002)
e do autoanticorpo tireoidiano anti-TG (22,2% vs 12,$%; p=0,011), confirmando
seu papel predisponente a autoimunidade, a semelhanca do observado em
outros estudo no Brasil (77,79,83).

Quando analisamos apenas a populacdo com DM1A, a presenca do
alelo 1858T nao influiu nas seguintes variaveis: idade de diagnéstico, valores
de glicemia atual e inicial e de HbA1c.

Concluindo, o polimorfismo 1858C/T do gene PTPN22 predispds ao
diabetes autoimune e a maior freqiéncia de autoanticorpos anti-GAD e anti-
TG.

Sistema HLA

Neste estudo os alelos HLA DR3 e DR4 também foram mais freqlentes nos
diabéticos que nos controles, a semelhangca do observado na literatura
(3,4,9,13,29), confirmando que estes alelos condicionam grande

susceptibilidade a doenga em praticamente todas as populacdes.
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Conclusoes

e Variantes alélicas na regido 5’proximal do gene da IL-21 ndo parecem
estar relacionadas a suscetibilidade para DM1A e outras doencas
autoimunes;

e O polimorfismo C1858T do PTPN22 foi associado a predisposicéo para o
DM1A e doenca autoimune da tiredide;

e Autoanticorpos 6rgao-especificos sdo mais freqlientes nos diabéticos,
principalmente o autoanticorpo pancreatico anti-GAD65 e autoanticorpo
tireoidiano anti-TG;
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ANEXO 1: Aprovagédo da Comisséo de Etica — CAPPesq para o referido
trabalho

I_rﬁ
bR
APROVACAO

A Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de
Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da

Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo, em sessdo de
13.09.06, APROVOV o Protocolo de Pesquisa n° 836/06 , intitulado:

"Estudo da regido promotora do gene da Interleucina (IL-21) e do
poliformismo do gene Tirosina Fosfatase, tipo ndo receptor 22
(PTPN22): Associagdo com auto-anticorpos em pacientes portadores de
Diabetes Mellitos Tipo 1A" apresentado pelo Departamento de CLINICA

MéDICA, inclusive o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar a
CAPPesq, os relatdrios parciais e final sobre a pesquisa (Resolugdo do

Conselho Nacional de Sadde n°® 196, de 10.10.1996, inciso IX. 2, letra “c")

Pesquisador(a) Responsdvel: Dr(a): Maria Elizabeth Rossi da Silva
Pesquisador(a) Executante:Dr(a): Débora Teixeira de Oliveira Mainardi-

Novo

CAPPesq, 13 de Setembro de 2006.

A

2N

PROF. DR. EUCLIDES AYRES DE CASTILHO
Presidente da Comissdo de Etica para Andlise

de Projetos de Pesquisa
Comisstio de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP e da FMUSP
Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo
Rua Ovidio Pires de Campos. 225, 5° andar - CEP 05403 010 - Séo Paulo - SP

Fone: 011 - 30696442 fax : 011 - 3069 6492 - e-mail : cappesq@hcnet.usp.br / secretariacappesq2@hcnet.usp.br
fé
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ANEXO 2: Termo de consentimento livre e esclarecido assinado pelos
pacientes (ou responsaveis) com DM1A e controles

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL

LEGAL

1 N O e e

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N2 : ..o e SExo: MO fF O

DATA NASCIMENTO: ........ F J——  —_—

ENDERECO oo, NE
........................... APTO: oo,

BAIRRO: e, CIDADE

CEP: T TELEFONE:  DDD (oo )
2.RESPONSAVEL LEGAL

NATU REZA( g rau ......... de ......... parentesco, ......... tu tor’ ......... Curador -

DOCUMENTO DE IDENTIDADE :......cccoooviiiineiiiiieienen. SEXLE ME FLI

DATA NASCIMENTO.: ....../ececcu v,

= 0] U — N APTO:
CBARRO: s CIDADE:
CCEP TELEFONE: DDD
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para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou
portadores de deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsével do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participagéo neste estudo.

Assinatura do responsével pelo estudo Data (I
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9. Direito de confidencialidade — As informagdes obtidas serdo analisadas
em conjunto com outros pacientes, ndo sendo divulgada a identificagdo de
nenhum paciente;

10. Direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das
pesquisas, quando em estudos abertos, ou de resultados que sejam do
conhecimento dos pesquisadores;

11.  Despesas e compensagdes: ndo ha despesas pessoais para o
participante em qualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas.
Também ndo ha compensagéo financeira relacionada a sua participagdo. Se
existir qualquer despesa adicional, ela sera absorvida pelo orcamento da
pesquisa.

12.  Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos
ou tratamentos propostos neste estudo (nexo causal comprovado), o

participante tem direito a tratamento médico na Instituigéo.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou que
foram lidas para mim, descrevendo o estudo: Estudo do Gene da IL-17 A e de seu
receptor em células mononucleares periféricas em pacientes portadores de Diabetes

Mellitus tipo 1 autoimune.

Eu discuti com a Dra.Maria Elizabeth Rossi da Silva, sobre a minha decisdo em
participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais séo os propdsitos do estudo,
os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha
participagdo é isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento
hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e
poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo,
sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter

adquirido, ou no meu atendimento neste Servigo.

Assinatura do paciente/representante legal Data [/

Assinatura da testemunha Data / /
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ik Este estudo ajudarda no conhecimento dos genes que favorecem o
aparecimento de diabetes e outras doengas autoimunes. Doengas autoimunes
s@o aquelas nas quais o prdprio organismo agride e destréi seus 6rgdos e
tecidos. Também serdo dosados os anticorpos produzidos contra o pancreas,
articulagdes, tirdide, intestino, figado e misculos. Parte do sangue colhido sera
armazenado em Freezer para estudo futuro de outros genes que possam
favorecer o aparecimento de diabetes tipo 1;

2. Ser4 feita uma coleta de sangue pela veia superficial do antebrago com
agulha e seringa descartaveis (25 mL). Este sangue fara parte do material da
pesquisa;

3. Apenas uma coleta de sangue por veia superficial sera realizada
durante o trabalho;

4. Desconfortos e riscos esperados: desconforto, dor e hematoma no local
da coleta de sangue;

5. Néo h& beneficio direto para o participante: Este estudo ajudard no
conhecimento dos genes relacionados aos diabéticos no Brasil e na defini¢éo
das pessoas com risco de desenvolverem a doenga, que poderao vir, no futuro,
a ser submetidas a tratamento para prevenir diabetes;

6. Nao existe neste trabalho outro procedimento que possa substituir a
coleta de sangue mas como vantagem todos os participantes receberéo:
orientagdes no tratamento do diabetes, incluindo alimentacéo, atividade fisica,
medidas de glicemia de ponta de dedo e uso de insulina para os pacientes com
diabetes;

7. Em qualquer etapa do estudo, vocé terd acesso aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais davidas. O
principal investigador é o Dra.Maria Elizabeth Rossi da Silva, que pode ser
encontrado no enderego Av. Dr. Arnaldo, 455 —sala 3324, Telefone(s) 3061-
7259 (FMUSP). Se vocé tiver alguma consideragdo ou divida sobre a ética da
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua
Ovidio Pires de Campos, 225 — 52 andar — tel: 3069-6442 ramais 16, 17, 18 ou
20, FAX: 3069-6442 ramal 26 — E-mail: cappesg@hcnet.usp.br;

8. E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer
momento e deixar de participar do estudo, sem qualquer prejuizo a

continuidade de seu tratamento na Instituicao;
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DADOS SOBRE A PESQUISA

1-TiTULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: Estudo do Gene da IL-17 A e de seu receptor
em células mononucleares periféricas em pacientes portadores de Diabetes Mellitus

tipo 1 autoimune.

2-PESQUISADOR: Dra.Maria Elizabeth Rossi da Silva

CARGO/ FUNGAO:Médica INSCRIGAO CONSELHO REGIONAL DE MEDICINA
N 19.981

UNIDADE DO HCFMUSP: Endocrinologia e Metabologia — LIM 18 - Depto. De Clinica Médica.
3. AVALIAGAO DO RISCO DA PESQUISA:

RISCO MINIMO X RISCOMEDIO [

RISCO BAIXO [ RISCO MAIOR [

4.DURAGAO DA PESQUISA : 03 anos



