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RESUMO

Semzezem C. Variantes nos genes dos receptores das interleucinas IL-17A e
IL-21 em pacientes com diabete melito autoimune [Dissertacdo]. S&do Paulo:

Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2017.

Diabete Melito tipo 1A (DM1A) é uma doenca autoimune resultante da interacao de
fatores ambientais, alteracfes imunoldgicas e predisposicdo genética. Decorre da
perda da tolerdncia aos antigenos das células beta pancreaticas e ativacdo do
sistema imunologico, notadamente dos linfocitos T e B. A via linfocitaria T helper 17
esta fortemente associada ao processo inflamatdrio denominado insulite, que resulta
na destruicdo das células beta pancreaticas, levando a perda gradativa da producéo
de insulina e a instalagcdo do DM1A. A via T helper 17 é regulada pelas interleucinas
IL-17, IL-21, IL-23 e IL-27, que também atuam na agressdo autoimune. Neste estudo
nos avaliamos a importancia dos receptores da IL-21 (IL-21RA) e da IL-17 (IL-17RA)
na susceptibilidade ao DM1A e nas suas manifestacdes autoimunes (autoanticorpos)
em 631 pacientes portadores de DM1A (24.6 £ 13.0 anos) comparados com 652
controles saudaveis (28.5 + 11.4 anos). Ndo h& dados prévios na literatura. As
variantes selecionadas dos genes do IL-17RA (n=4), do IL-21R (n=5) e da cadeia
gama comum (n=1) foram genotipadas atraveés da metodologia Vera Code, Golden
Gate (lllumina, EUA). Os autoanticorpos circulantes anti-descarboxilase do acido
glutamico (anti-GADG65), anti-tirosina fosfatase (anti-IA2), anti-peroxidase (anti-TPO)
e anti-tireoglobulina (anti-TG) foram dosados por radioimunoensaio, 0 anti-
transportador de zinco 8 (anti-ZnT8) por ELISA, o anti-célula parietal por
imunofluorescéncia direta e o anti-receptor de TSH (TRAb) por
ensaio radiorreceptor, marcado com iodo radioativo. As frequéncias dos genétipos
das variantes foram testadas para o Equilibrio de Hardy-Weinberg e as associacdes
genotipicas, pelos testes do qui-quadrado e exato de Fisher. Estes foram ajustados
para as covariaveis (idade, sexo, cor autorreferida e duracdo do diabete) na anélise
de regressdo logistica binaria. Obtivemos o0s seguintes resultados para o
gene IL17RA: a variante rs2241049 (genétipos AG/GG) foi associada a
susceptibilidade para o DM1A (OR=1,42; IC95%=1,11-1,81; p=0,005), enquanto a
variante rs879577 a protecdo ao DM1A (gendtipo AA: OR=0,61; IC95%= 0,4 - 0,93;
p=0.021) e a menor frequéncia do anticorpo anti-IA2 (AA/AG; OR=0,67, 1C95%=



0,45-0,99; p=0.043). O gendtipo GG de rs5748863 foi relacionado a menor
frequéncia dos autoanticorpos anti-IA2 (OR=0,52, 1C95%= 0,32- 0,86; p=0.010). Em
relagdo ao gene IL21R, os genotipos GC/CC de rs7199138 foram relacionados a
susceptibilidade ao DM1A (OR= 1,33; 1C95%= 1,05-1,68; p= 0,018). As variantes
rs2214537(CG/IGG) e rs2285452 (AG/AA) foram associadas a menor frequéncia
dos autoanticorpos anti-célula parietal (OR=0,24; IC95%= 0,09-0,59; p<0.001) e anti-
endomisio (OR=0,17; 1C95%= 0,04-0,8; p=0.025), respectivamente. As variantes
rs3093315 (TG/TT) e rs2285452 (AA) condicionaram maior frequéncia de TRADb
(OR=5,89; 1C95%=1,26-27,61; p=0.024) e anti-TPO (OR=2,38; 1C95%= 1,1-5,13;
p=0.028), respectivamente. Nossos resultados sugerem que variantes dos
genes IL17RA e IL21R estdo associadas a fisiopatologia do DM1A e a expresséo de

autoanticorpos pancreaticos e extrapancreaticos.

Descritores: receptores de interleucina-17; receptores de interleucina-21 ; diabetes
mellitus tipo 1; autoimunidade; polimorfismo genético; predisposicdo genética para

doenca



ABSTRACT

Semzezem C. Variants of the genes of the receptors of the interleukins IL-17A
and IL-21 in patients with autoimmune diabetes mellitus [Dissertation]. S&o

Paulo: "Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo"; 2017.

Type 1 diabetes mellitus (T1D) is an autoimmune disease resulting from the
interaction of environmental factors, immunological changes and genetic
predisposition. It results from the loss of tolerance to pancreatic beta cell antigens
and to the activation of the immune system, notably T and B lymphocytes. The T
helper-17 pathway is strongly associated with the inflammatory process called
insulitis, which results in pancreatic beta cells destruction, leading to the gradual loss
of insulin production and to the manifestation of T1D. The T helper 17 pathway is
regulated by the interleukins IL-17, IL-21, IL-23 and IL-27, which also act in the
autoimmune aggression. In this study we evaluated the importance of the receptors
of IL-21 (IL-21RA) and IL-17 (IL-17RA) genes in the susceptibility to T1D and its
autoimmune manifestations (autoantibodies) in 631 patients with DM1A (24.6 + 13.0
years) , compared with 652 health controls (28.5 + 11.4 years).There is no previous
data in the literature. The selected variants of the IL-17RA (n = 4), IL-21R (n = 5) and
of the common gamma chain (n = 1) genes were genotyped using the Vera Code
methodology, Golden Gate (lllumina, USA). The autoantibodies anti-decarboxylase
of glutamic acid (anti-GADG65), anti-tyrosine phosphatase (anti-IA2), anti-peroxidase
(anti-TPO) and anti-thyroglobulin (anti-TG) were measured by radioimmunoassay,
anti zinc transporter 8 (Anti-ZnT8) by ELISA, anti-parietal cell by direct
immunofluorescence and anti-TSH receptor (TRAb) by radiolabeled radioiodine
receptor assay. The frequencies of the genotypes of the variants were tested by
Hardy-Weinberg Equilibrium and the genotypic associations were performed by the
chi-square and Fisher's exact tests. These were adjusted for the covariates (age,
gender, self-reported color and diabetes duration) in binary logistic regression
analysis.We obtained the following results for IL-17RA : the rs2241049 variant
(AG/GG genotypes) was associated with susceptibility to T1D (OR = 1,42; CI65%=
1,11-1,81; p = 0,005), while the rs879577 variant to T1D protection (genotype AA:
OR = 0,61; CI95%= 0,4 - 0,93; p = 0,021) and to lower anti-IA2 frequency (AA/AG,;
OR = 0,067; CI95%=0,45-0,99; p=0,043). Further, the GG genotype of rs5748863
variant was related to lower frequency of the autoantibody anti-lIA2 (OR= 0,52;
Cl95%= 0,32- 0,86; p= 0,010). Regarding IL21R,the GC / CC genotypes of
rs7199138 were related to susceptibility to T1D (OR = 1,33; CI95%= 1,05-1,68; p =



0,018). The variants rs2214537 (CG/GG) and rs2285452 (AG/AA) were associated
with lower frequency of parietal cell (OR=0,24; CI95%= 0,09-0,59; p<0,001) and anti-
endomysial autoantibodies (OR=0,17; CI95%= 0,04-0,8; p=0,025), respectively. The
rs3093315 (TG/TT) and rs2285452 (AA) variants were related to higher frequency of
TRAb (OR=5,89; CI95%= 1,26-27,61; p=0,024) and anti-TPO (OR=2,38; Cl95%-=
1,1-5,13; p=0,028), respectively. Our results suggest that variants of the ILL7RA and
IL21R genes are associated with the pathophysiology of T1D and the expression of
pancreatic and extra-pancreatic autoantibodies.

Descriptors: receptors, interleukin-17; receptors, interleukin-21; diabetes mellitus,

type 1; autoimmunity; polymorphism, genetic; genetic predisposition to disease
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1 INTRODUCAO

1.1 Diabete Melito Autoimune

O Diabete Melito tipo 1 Autoimune (DM1A) é uma doenca cronica, de etiologia
multifatorial. A interacdo de fatores ambientais, predisposicdo genética e alteracdes
imunoldgicas resulta na destruicdo das células beta pancreaticas, produtoras de
insulina, por um processo inflamatorio denominado insulite. Esta destruicdo pode ser
lenta e gradual, principalmente nos adultos, ou rapida e intensa em criancas e
adolescentes, levando a necessidade de tratamento permanente com insulina

exégena.®?

O diagnéstico do DM1A se da pela presenca de autoanticorpos contra
antigenos pancreaticos e niveis elevados de glicose. DM1A é associado a outras
doencas autoimunes, como: doenga autoimune tireoidiana e doenca celiaca, que
sdo caracterizadas por autoanticorpos o6rgao- especificos relacionados com os
mesmos determinantes genéticos. Tais anticorpos sdo importantes na deteccédo da

autoimunidade antes mesmo da manifestacao clinica.®

1.2 Epidemiologia

Pacientes com DM1A tem alto risco de morbidade e mortalidade, o que reduz
a qualidade e expectativa de vida. O progresso no tratamento do diabetes melhorou
as taxas de sobrevivéncia, embora a expectativa de vida continue a ser menor que a

de individuos n&o diabéticos.*®

A auséncia de dados nacionais sobre a prevaléncia e tratamentos adequados
em pacientes DM1A levou a conducéo do estudo Brazilian Type 1 Diabetes Study
Group (BrazDiab1SG), buscando fornecer dados atuais e precisos. O BrazDiab1SG
inclui grande amostragem representativa da distribuicdo de DM1A na populacao
jovem brasileira. Abrange pacientes com ampla gama de origens raciais, de todas as
regides geograficas do pais, obtidos do protocolo de recrutamento padrao uniforme,
em todos os centros participantes. A maioria dos pacientes foi diagnosticado antes

dos 15 anos de idade e, do total da amostragem, 56% eram do sexo feminino e
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57,1% auto referidos brancos, com idade média de diagndstico de 21,1 £ 11,7 anos
e duracdo da doenca de 9,6 + 8,1 anos (<1 a 50 anos).®

Irm&os de criancas com DM1A diagnosticado antes dos 5 anos de idade tém
risco trés a cinco vezes maior de DM em comparacdo com 0s irmaos de criancas
diagnosticadas entre 5 e 15 anos de idade!”. Diabete com inicio antes dos 5 anos de
idade € um marcador de alto risco familiar e sugere papel importante dos fatores
genéticos. A prole de mées afetadas tém risco de 2% a 3%, enquanto a dos pais
afetados, de 7% de desenvolver DM1A.®) E esses sdo superiores da populacdo
geral (0,3%). Em gémeos monozigéticos, a concordancia para DM1A chega a 50%

e, entre irmaos, a 7%

1.3 Genes associados ao DM1A

A utilizacdo de Genome-wide association study (GWAS) nos estudos em
humanos, associada aos recursos atualizados de genotipagem e melhor
conhecimento do genoma humano, permitiu identificar mais de 50 genes envolvidos
no desenvolvimento do DM1A(11), subdividos em trés categorias: funcéo

imunolégica, expresséo de insulina e fungéo da célula beta pancreéatica ™

A principal contribuicdo genética para o DM1A esta na regido do genoma
onde estdo localizados os genes do Complexo Principal de Histocompatibilidade.
Essa regido é a mais importante com relacdo a resposta imunoldgica, a infeccédo e a
autoimunidade. Nos humanos, ela €& chamada de Complexo de Antigenos
Leucocitarios Humanos (HLA), por sua descoberta ter ocorrido, em inimeros

individuos, por causa de diferencas em seus leucécitos.*?

O complexo HLA, localizado no braco curto do cromossomo 6 (p21.3), contém
o locus diabetogénico numero 1 (IDDM1). Abrange um conjunto de cerca de 200
genes, fisicamente agrupados em trés regides diferentes, chamadas de classe |, Il e
lll. Os genes HLA-A, -B e —C codificam as moléculas MHC de classe |, de
distribuicdo universal, e os genes HLA-DR, -DQ e —DP, codificam as moléculas de

classe 1l, expressas em celulas do sistema imunolégico, como: monocitos,
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macrofagos, células dendriticas, linfécitos T e B ativados, que atuam no

processamento de proteinas extracelulares.(™®

Os genes de classe lll, localizados entre os genes de classe | e Il ndo

codificam moléculas HLA e sim outras de relevancia imunolégica:*?

Os alelos HLA de classe Il mostram a associacdo mais forte com DM1A. O
maior risco é conferido pelos haplotipos -DRB1 * 0401-DQB1 *0302 e DRB1 * 0301-
DQB1 *0201, enquanto o -DRB1* 1501 -DQA1 *0102-DQB1 * 0602 oferece
protecdo a doenca. As moléculas HLA de classe | também parecem influenciar a

susceptibilidade para DM1A, independentemente das de classe 1.9

Apesar de 90-95% das criancas com DM1 apresentarem um ou ambos
haplétipos de susceptibilidade, apenas 5% ou menos das pessoas com
susceptibilidade genética conferida pelo HLA realmente desenvolve a doenca.
Aproximadamente 40-50% do agrupamento familiar em DM1A € atribuido as
variagOes alélicas na regido do HLA. O risco genético restante € composto de varios
genes, cada um com pequeno impacto individual sobre a susceptibilidade.”

A associacao entre DM1A e outras doencas autoimunes, tais como a doenca
tireoidiana, a doenca celiaca, e a gastrite autoimune esta bem estabelecida.® O
agrupamento destas doencas autoimunes esta relacionado com genes do complexo

principal de histocompatibilidade (MHC) comuns entre elas."®

1.4 Sistemaimunoldgico

1.4.1 Imunidade celular

O estagio inicial do DM1A é marcado pelo processo inflamatorio denominado
insulite. Nesse processo de destruicdo das células produtoras de insulina, as células
do sistema imunologico, como 0s mondcitos, macrofagos, células dendriticas,
células natural killer (NK) , linfécitos T e linfocitos B se infiltram, resultando na

destruicdo lenta e gradual das células beta.?
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Os linfécitos sé@o células responséaveis pela resposta imunoldgica especifica,
ou seja, reconhecem e diferenciam antigenos. Sao subdivididos em linfécitos B
(implicados na producdo de anticorpos) e linfocitos T (participantes da resposta
celular especifica). A apresentacdo dos auto antigenos presentes nas células beta
para os linfocitos T CD4+, através dos macréfagos e células dendriticas, marca o
primeiro evento de autoimunidade no DM1A.

Com a ativacdo dos macrofagos, sdo produzidas citocinas que induzem a
migracao celular e estimulam outros tipos de células a secretarem radicais livres,
toxicos para as células beta. Na insulite, esse processo ocorre com mais intensidade
nas ilhotas que tém células beta metabolicamente ativas. Os linfécitos T CD8+ sao
as células predominantes, e apdés o0 reconhecimento dos autoantigenos
pancreaticos, levam a destruicdo das células beta por citdlise, com a participacédo de
perforinas e granzimas, e por apoptose. Assim, os macrdfagos e os linfécitos T

CD4+ e CD8+ atuam em conjunto na destruicdo das células beta®*®

1.4.2 Imunidade humoral

Os principais marcadores humorais da agressao as células beta pancreaticas

séo os autoanticorpos:

Antienzima descarboxilase do acido glutamico (anti-GADG65), que esta
associado a outras doencas autoimunes. A sua presenca nao resulta

necessariamente na progresséo da doenca.

Antiproteina de membrana com homologia as tirosina-fosfatases ou auto
antigeno 2 do insulinoma (Anti-lIA2), € frequente em individuos jovens e sinaliza

rapida progresséo para o diabete.

Antitransportador do zinco 8 (Anti-ZnT8), complementa os anticorpos ja
estabelecidos como IAA, GAD65 e IA2A no diagnostico do diabete. ZnT8 é uma
proteina de membrana dos granulos das ilhotas recentemente identificada como um

auto antigeno no DM1A.
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Anti-insulina (IAA): que ocorre frequentemente em criangas, principalmente do
sexo masculino. Em adultos, é pouco frequente e tem baixa sensibilidade
diagnostica. E encontrado no soro de pacientes usuarios de insulina, ndo servindo

como marcador nestes casos.

Anti-ilhotas de Langerhans citoplasmatico (ICA), é um anticorpo da classe
IgG, policlonal, que ndo é dirigido contra um antigeno especifico das células beta,
mas a uma ou mais estruturas celulares simultaneamente, como GADG65, IA2 e

outros antigenos'’®

1.4.3 Vias de ativacdo do sistema imunolégico

A ativacdo do sistema imunologico pode se dar através de varios agentes,
como: virus Coxsackie B e o da rubéola, toxinas (pesticidas e nitratos), reduzido
namero de infeccdes (Teoria da Higiene), deficiéncia de vitamina D, introducéo
precoce de leite de vaca ou abrupta de cereais.

Quando ocorre o desequilibrio nos mecanismos de tolerancia aos antigenos
proprios, responsavel pela insulite, as células T CD4+ ativadas, que participam deste
processo, determinam reacdes inflamatérias e secrecdo de citocinas como
Interleucina 1 (IL1), interferon gama (IFN-gama) e fator de necrose tumoral alfa
(TNF-alfa), causando a morte das células beta pancreaticas (imunidade celular).
Essas células também funcionam como células auxiliares ativadoras das células T

CD8 e linfécitos B produtores de anticorpos (imunidade humoral)®

As células T CD4+ virgens se diferenciam na dependéncia do antigeno que
Ihes é apresentado e do ambiente de citocinas, e ganham vérias fungbes no
processo de ativacao do sistema imunolégico, sendo classificadas de acordo com as
citocinas produzidas. A via T helper 1 (Thl) sintetiza IFN-gama, induzindo reag¢des
de hipersensibilidade tardia, ativa macréfagos e é importante na defesa contra
patdgenos intracelulares. A via Th2, produz IL4, IL5 e IL13 e é eficiente na resposta
imune humoral, desencadeando a producdo de imunoglobulinas e inflamacéo

eosinofilica, respostas importantes no combate aos patégenos extracelulares.®
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As citocinas envolvidas nas vias Thl ou Th2 direcionam para o
desenvolvimento de sua respectiva via, inibindo a expressdo do padrao oposto.
Deste modo, uma vez polarizada a resposta imunologica para a via Thl, a Th2 é
inibida, e vice-versa. Isso acontece devido a regulacdo do nivel de receptores de
membrana, da expressdo diferencial de fatores de transcricdo e de mudancas
epigenéticas.

As células T reguladoras (Treg) tem como funcédo a prevencdo de doencas
autoimunes, e precisam ser primeiramente ativadas pelas células apresentadoras de
antigenos para se tornarem supressoras, Ou Seja, sua ativacdo € antigeno

especifica®”

Buscando compreender os mecanismos imunolégicos responsaveis pelas
lesbes teciduais em diversas doencas, estudos em linfocitos evidenciaram as células
T helper 17, expandindo o conhecimento sobre a diferenciacdo celular na cascata
imunologica. Essas células sédo originadas sob condicfes de polarizacdo diferentes
das células Thl ou Th2. A Thl7 é uma via independente, definida apdés a
identificacdo da citocina IL6 e do fator transformador de crescimento (TGF-beta),
como moléculas chaves no direcionamento das células T CD4+ virgens para a

linhagem Th 1779

1.5 Interleucinas e seus receptores

As citocinas sdo uma familia de proteinas que medeiam muitas respostas da
imunidade inata e adaptativa, e sdo produzidas por varias células em resposta a

estimulos inflamatoérios.

Na familia das citocinas encontram-se as interleucinas, que séo proteinas de
baixo peso molecular, produzidas por leucécitos, que se ligam aos receptores de
superficie celular e atuam de forma autdcrina e paracrina nos préprios leucdcitos,
induzindo fatores que modificam o programa de diferenciacdo celular (selecao
natural, proliferacdo, maturacdo, indugcéo ou protecdo contra apoptose) das células

alvos.®
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1.5.1 Interleucina 17 e seu receptor

As células Th17, cujo nome advém da citocina que produzem, secretam ainda

outras citocinas: a IL21, a IL22, o TNF-alfa e a IL6. 41

. Sao altamente pro-
inflamatorias e especificas contra patdégenos, mas também contra antigenos proprios
em véarios modelos de autoimunidade®®?", em humanos e em animais, tais como:
artrite reumatoide, lupus eritematoso sistémico, psoriase, doencas inflamatérias
intestinais e encefalomielite experimental autoimune, e nas respostas imunes

alérgicas especificas.®

As células Th17 produzem a IL21, que funciona como reguladora autdcrina da
producdo da IL17, promovendo e mantendo a linhagem Th17. Deficiéncia de 1L21
inibe a producdo de células Thl7 e confere protecdo a algumas doencas
autoimunes. A IL23 é outra citocina com efeitos pré-inflamatorios, produzida por
macréfagos e células dendriticas, e que também participa na diferenciacdo e
manutencao das células Th17. Ela atua na proliferacédo de célula produtoras de IL17,
agindo em células de memdria, tendo um importante papel no aumento e na

manutencao das células Th17.¢%%?

Em animais, o diabete induzido com injecdes de streptozotocina e IL23 estava
associado a apoptose das células beta e a expressdo de TNF-alfa, IL18, INF-y e
IL17A, sendo a concentracdo de IL17A relacionada ao grau de lesdo das células
beta. Além disso, as injecdes de streptozotocina aumentavam 0s niveis circulantes
de IL17A.%Y H4 evidencia de que a IL17A é expressa no pancreas de camundongos
non obese diabetes (NOD) durante a evolucdo do diabete e que a inducdo de
producdo de IFN-gama reduz as células Th17 e a producao de IL17, restabelecendo
a normoglicemia.® A inibicdo da célula T helper 17 previne o desenvolvimento de

diabete em camundongos NOD.#®

Varios polimorfismos nos genes da familia da IL17 tém sido associados ao
risco para o desenvolvimento de doengas autoimunes, inflamatorias e infecciosas, e
até mesmo a susceptibilidade para neoplasias complexas, mas ha poucos relatos
sobre os efeitos das variantes no eixo IL17 e seu receptor ILL17RA no DM1A. Em

humanos, A IL1 beta e o IFN-gama aumentam a expressao de receptores de IL17A
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nas ilhotas pancreaticas, num processo mediado por NF-kB (fator nuclear kB),
responsavel pela transcricdo que regula a expressao de varios genes ligados a
resposta imunoldgica e inflamatoria, e STAT1 (transdutor de sinal e ativador da

transcricdo 1), que media as respostas imunolégicas de IFN-gama.®”

O receptor da IL17A € multimérico, composto por duas subunidades de
L17RA e uma IL17RC. O gene IL17RA esté localizado no cromossomo 22 (q11.1)#®
(Figura 1l.a e b) e codifica uma glicoproteina de membrana que se liga com baixa

afinidade a interleucina 17A.%%

Figura 1. Esquema do receptor da interleucina IL17A (a) e localizacao do
gene IL17RA (b).
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a) Fonte: http://www.nature.com/nri/journal/v9/n8/fig_tab/nri2586_ F3.html b) Fonte:
http://ghr.nlm.nih.gov/dynamicimages/chromomap/IL17RA.jpeg

Dados associando a IL17A e seu receptor com o DM1A em humanos ainda
Sdo escassos; a via Thl7 parece desempenhar um papel importante na doenca,
porém seus mecanismos ainda ndo sdo completamente elucidados, justificando

novas pesquisas nesta via e nos seus mecanismos reguladores.


http://www.nature.com/nri/journal/v9/n8/fig_tab/nri2586_F3.html
http://ghr.nlm.nih.gov/dynamicImages/chromomap/IL17RA.jpeg
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1.5.2 Interleucina 21 e seu receptor

A IL21 é uma interleucina da familia das interleucinas com cadeia gama
comum, produzida por linfécitos TCD4+ ativados, células Thl7 e células NK (30).
Atua através da interacdo com seu receptor IL21R, expresso principalmente em
linfocitos T CD4+ e CD8+, mas também em linfocitos B, células NK, células
dendriticas, macrofagos e queratindcitos, o que lhe confere espectro de acdo muito
amplo. Ativa a familia das proteinas JAK-quinase (tirosina-quinases intracelulares),
sendo que a JAK-1 (janus quinase 1) liga-se ao sitio especifico do receptor da IL21 e

a JAK3 (janus quinase 3) liga-se ao receptor gama comum.®Y

Figura 2. Esquema do receptor da interleucina IL21(a) e localizacdo do gene

IL21R no cromossomo 16 (b).
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a) Fonte: http://www.nature.com/nrd/journal/v13/n5/fig_tab/nrd4296_F2.html b) Fonte:
http://ghr.nim.nih.gov/dynamicimages/chromomap/IL21R.jpeg

O receptor da IL21 pertence a familia dos receptores de citocinas tipo I, forma
um complexo heterodimérico com a cadeia gama comum (Figura 2.a), uma
subunidade de receptor também compartilhada pelos receptores das interleucinas
IL2, IL4, IL7, IL9 e IL15. Este receptor € importante para a proliferacdo e
diferenciacdo de células T, células B e células NK. A IL21, ligada ao seu receptor,

conduz a ativacdo de multiplas moléculas de sinalizacdo, incluindo JAK1, JAKS3,


http://www.nature.com/nrd/journal/v13/n5/fig_tab/nrd4296_F2.html
http://ghr.nlm.nih.gov/dynamicImages/chromomap/IL21R.jpeg
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STAT1, STAT3. Estudos de knockout de um gene semelhante em camundongos

sugerem que este gene atua na regulacéo da producédo de imunoglobulina.®3?

O receptor da IL21 tem seu gene codificador localizado no braco curto do
cromossomo 16 (16p11) (Figura 2.b) e seus niveis de RNAm elevam-se com a acéo
da propria 1L21®Y- A localizacdo deste receptor é bem diversificada e a sua
expressdo é diretamente proporcional a da IL21, mas a meia vida desta é curta e,

sua quantificacéo, problematica. ¢

Estudos apontam potencial interagdo entre a IL21 e IL21R na génese e
progressdo de diversas doencas autoimunes 339 Em camundongos NOD ha a
destruicdo das células beta por células T ativadas e ha um grande numero de genes
associados com DM1A, em humanos e em camundongos. O loci IDD3, situado no
cromossomo 4 em humanos e, em camundongos, no cromossomo 3, codifica as
interleucinas 2 e 21. Estudos em humanos mostraram associacdo da regido IL2/IL21
(regido 4927) com DM1A e variacGes dos genes IL21 e IL21R foram associadas a

susceptibilidade ao diabete de maneira aditiva.®?

Contrariando estes dados, em nosso laboratério foi verificada a diminuigdo da
expressao dos receptores da IL21 e da IL17 em linfocitos T CD3+ e CD4+ periféricos
em pacientes com DM1A de inicio recente, ou seja, até seis meses de diagndstico,
quando a autoimunidade ainda esta ativa ®3%. Também nao observamos elevacédo
nas concentracdes séricas de IL17 e IL23 nestes pacientes quando comparados
com controles normais ®, ou polimorfismos nos genes da IL17 ®, 1L21 ®%¢ |L27 ©©
gue pudessem influir na expressdo da via Thl7. Por outro lado, verificamos que o
haplétipo GG das variantes da IL-23 A (rs11171806 e rs2066808) conferia protecado
ao DM1A @) Assim, variantes nos receptores da IL17 e da IL21 poderiam estar

associados a sua menor expressdo em linfocitos T periféricos.
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2 JUSTIFICATIVA

A IL17 e a IL21 tém papel crucial no desenvolvimento e diferenciagdo dos
linfécitos T e B e desempenham papel importante contra infec¢des e na génese da
autoimunidade. Sua expressao tem correlacdo com inflamacdo do pancreas em
modelos animais e humanos de diabete autoimune. Alteracdes genéticas em seus
receptores poderiam estar implicadas também nas suas expressdes, nha

susceptibilidade a doenca e nas suas manifestacdes clinicas.
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3 OBJETIVOS

Identificar as variantes de relevancia nos genes IL17RA, IL21R e cadeia gama

comum e sua associacdo com o DM1A.

Determinar a frequéncia destas variantes na populacdo com diabete e na
populacdo controle, e a interacdo de eventuais polimorfismos com a expresséo de
autoanticorpos pancreaticos (anti-GADG65, anti-IA2, anti-ZnT8) e extrapancreaticos
(antitireoglobulina, antiperoxidase, anti-endomisio, anticélula parietal, FAN, TRAb),

presentes em outras doencas autoimunes associadas ao DM1A.
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4 METODOS

4.1 Casuistica

No projeto utilizamos material genético de amostras de sangue de portadores
de DM1A e de controles normais do Banco de DNA do HCFMUSP. Foi solicitado
autorizacdo & Comisséo de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq)
para utilizacdo de material biolégico armazenado. N° Cappesq: 61042; Projeto:
11.830.

4.1.1 Pacientes

Os pacientes foram selecionados obedecendo aos critérios recomendados

pela Sociedade Brasileira de Diabetes®® para DM1A.

Pacientes com DM1A caracterizados por:
Hiperglicemia grave ou cetoacidose ao diagndstico;
Inicio precoce de insulinoterapia,
Presenca de um ou mais autoanticorpos pancreaticos positivos e/ou alelos
HLA de risco para DM1A;

Fatores de exclusdo: Diabete de causa nao autoimune.

4.1.2 Controles

Individuos com glicemia de jejum e hemoglobina glicada normais e auséncia

de qualquer doenca autoimune ou histéria familiar de DM1A.


http://www.hc.fm.usp.br/index.php?option=com_content&view=article&id=243:comissao-de-etica-para-analise-de-projetos-de-pesquisa-do-hcfmusp&catid=23&Itemid=229
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4.2 Extracdo de DNA

O sangue periférico foi coletado em tubos contendo EDTA e armazenado a
-20°C. O DNA genbmico foi extraido pela metodologia de Salting out.(39) As
amostras foram diluidas para a concentracao final de 50ng/pL. A seguir foi feita a
leitura da absorbancia no aparelho NanoDrop, a 260nm e 280nm. Utilizou-se a
relacdo das absorbancias A260/A280 para avaliar a quantidade do DNA extraido.
Para verificar a qualidade, foi feita analise da integridade do DNA em gel de

agarose.

4.3 Selecdo dos Polimorfismos de Nucleotideo Unico (SNPs)

Os Polimorfismos de Nucleotideo Unico foram selecionados através do banco

de dados HapMap (http://hapmap.ncbi.nim.nih.gov/) “Yem duas populagées, devido

a miscigenacao na populacéo brasileira:

A. CEPH (Utah Residents with Northern and Western European Ancestry)(CEU),

amostras de individuos com ascendéncia do norte e oeste da Europa.

B. Yoruba em Ibadan, Nigéria (YRI), amostras de individuos da Nigéria.

Posteriormente, os dados obtidos no HapMap foram analisados através do

software Haploview (www.broad.mit.edu/personal/cbaret/haploview/), que é uma

ferramenta de bioinformética que identifica os desequilibrios de ligacdo em dados
genéticos, além de apresentar os “tag” SNPs de cada bloco de desequilibrio de
ligacdo " Portanto tag SNPs sdo representantes de todos os SNPs dentro de um
conjunto designado como haplotipo (bloco) e sua utilizacdo reduz informacdes

redundantes.

Também consideramos nesta escolha as variantes com frequéncias acima de
10% na populagdo mundial, aquelas citadas na literatura associadas a outras
doencas autoimunes ou com influéncia na funcdo dos receptores, e que fossem

comuns para as duas populacdes CEU e YRI.


http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.broad.mit.edu/personal/cbaret/haploview/
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Os SNPs selecionados incluiram variantes genéticas localizadas em regides
regulatérias e missenses ou ndo sindbnimas (que alteram o aminoacido codificado).
As regides regulatérias incluiram variantes localizadas upstream ao gene (situadas a
5 do gene em questdo, na regido promotora); nas regides 5’-UTR e 3’-UTR, que
representam regides transcritas, porém ndo traduzidas de um gene e em regido

intronica (dentro de um intron, regido nao codificadora do gene).

4.4 Estudo Molecular

Neste estudo, foi utilizada a Plataforma GoldenGate, tecnologia Veracode
(lumina, EUA) para a genotipagem das variantes dos genes dos receptores das
Interleucinas IL17A e IL21. Os ensaios foram realizados em microplacas com 96
pocos contendo 144 marcadores dentro de cada poco da placa. Esta plataforma
permite a avaliacdo de varios polimorfismos com precisdo e rapidez, em grande
qguantidade de amostras. Entretanto, para este estudo, foram considerados 10

marcadores “*?

Para a analise do gene da Cadeia Gama Comum foi utilizado o método

TagMan SNP Genotyping Assays (Applied Biosystems, Foster City, CA,EUA).

4.5 Avaliagdo Bioquimica

45.1 Glicemia

As amostras de sangue para a dosagem das glicemias foram colhidas com o
anticoagulante, fluoreto de sédio EDTA. Utilizou-se o ensaio enzimatico colorimétrico
especifico para glicose: sistema (glicose oxidase-peroxidase), kit comercial
LABTEST GOD-ANA (Brasil). Os valores de glicose foram considerados normais

entre 70 e 99 mg/dL, no plasma em jejum (Sociedade Brasileira de Diabetes).
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4.5.2 Hemoglobina Glicada

O valor da hemoglobina glicada (HbAlc) nas amostras sanguineas, colhidas
em tubos contendo EDTA, foi obtido por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia —
HPLC (CLAE). Os valores normais foram de 4,1 a 5,7%.

4.5.3 Anticorpos Pancreaticos

As dosagens dos anticorpos anti-GAD65 e anti-IA2 foram realizadas por
radioimunoensaio (RSR, UK), onde o antigeno recombinante (GAD65 ou IA2)
marcado com 125 foi incubado, a temperatura ambiente (para anti-GAD) e a 4°C
(para anti-IA2) por 16 a 24 horas, com o0 soro a ser analisado. Os complexos
antigeno anticorpo formados foram tratados com suspensdo de proteina A. Os
valores normais para a nossa populacdo, avaliada em 787 controles normais,
considerando 3 desvios-padrdo foram: anti-GAD65 < 1,0 Ul/mL (coeficientes de
variacdo — CV- intra e interensaio: 3 e 5,5%) e anti-IA2 < 0,8 Ul/mL (coeficientes de
variagdo intra e interensaio: 4,3 e 3,4%). Os niveis séricos de ZnT8a foram obtidos
pela metodologia ELISA (Kronus, USA), que quantifica 3 autoanticorpos especificos
para as variantes: ZnT8RA (Arginina), ZnT8QA (glutamina) e ZnT8WA (triptofano).
Valor normal para nossa populagéo < 16 U/mL.CV=8%.

4.5.4 Anticorpos extrapancreaticos

Os anticorpos anticélula parietal foram dosados por imunofluorescéncia direta
em laminas de microscopio fixadas com tecido da parede do estomago de ratas.
Valores de referéncia: Negativos. O antitireoperoxidase (Anti-TPO) e
antitireogobulina (Anti-TG) foram dosados por fluoroimunoensaio indireto com

reagentes da AutoDELPHIA. Valores de referencia: <35U/mL.

O anti-endomisio foi dosado por imunofluorescéncia indireta (IFI) em
neutréfilos humanos de sangue periférico. Valores de referencia: Negativos (nao
reagentes), bem como o fator antinuclear (FAN), em células HEp-2, onde o0s

anticorpos  antinucleares reagem imunologicamente como  constituintes
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macromoleculares do nucleo celular. Os padrdes de imunofluorescéncia foram
complementados por testes especificos para a deteccdo de anticorpos antinucleares
por IFI em HEp-2 titulado até 1/1280. Valores de referéncia: Negativos (nao
reagente) e o antirreceptor do horménio estimulador da tireoide (TRAD), foi dosado
pelo método de radiorreceptor, marcado com iodo radioativo, reagentes da RSR.
Valores de referencia: <8% negativo; 8 a 19% duvidoso; >19% positivo.

4.6 Anéalise Estatistica

4.6.1 Equilibrio de Hardy-Weinberg

As frequéncias alélicas e os genotipos foram calculados por contagem de
alelos e o Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) foi testado por meio de teste de x2 ,
comparando se as frequéncias genotipicas/alélicas observadas diferiram dos valores
esperados de acordo com o EHW. O EHW foi testado nos grupos DM1A e controle,

considerando-se como significativos valores de p<0,05.

4.6.2 Modelos Genéticos avaliados

As analises foram realizadas baseando-se em trés modelos genéticos para
estudos de associacdo. Considerou-se o alelo polimérfico como o menos frequente

na populacao avaliada, sendo chamado neste estudo de alelo raro.
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4.6.2.1 Modelo de Genétipos: comparamos as frequéncias dos homozigotos
para o alelo mais frequente, heterozigotos e homozigotos para o alelo

raro entre 0s grupos avaliados.

4.6.2.2 Modelo Dominante: comparacgao da frequéncia de homozigotos para o
alelo mais frequente em relacdo aos heterozigotos + homozigotos para o
alelo raro entre os grupos DM1A e controle, onde avaliamos se o alelo
polimoérfico (raro) possui efeito dominante, sendo necesséaria apenas
uma copia para a manifestacdo do fenoétipo avaliado.

4.6.2.3 Modelo Recessivo: é a comparacao da frequéncia de homozigotos para
o alelo de maior frequéncia + heterozigotos em relacdo aos homozigotos
para o alelo raro entre os grupos estudados, onde investigamos se o
alelo raro é recessivo, sendo necessarias as duas copias do alelo para

manifestar o fenétipo. “*

Todos o0s testes estatisticos para os polimorfismos individuais foram
realizados utilizando-se o0 pacote estatistico SPSS® 18.0 e a hipdtese nula foi

rejeitada com valores de p<0,05.

4.7 Associacbes dos polimorfismos com o0s anticorpos pancreaticos e
extrapancreaticos

Para verificar diferencas das variaveis descritivas entre os grupos DM1A e
controle, foram utilizados os testes de X2 ou Exato de Fisher. Os riscos dos
polimorfismos que foram associados nas analises univariadas, foram estimados
pelos valores de Odds Ratio (OR, razdo de chances), com intervalo de confianca de
95% (IC 95%), utilizando a regresséao logistica binaria ajustada para as covariaveis:
cor autorreferida, duracdo da doenca e sexo. O genoétipo homozigoto mais frequente
foi considerado como referéncia nas andlises utilizando os Modelos de Genédtipo e
Dominante, enquanto que a presenca do alelo raro foi utilizada como referéncia no
Modelo Recessivo. Valores de OR>1 indicam risco aumentado em apresentar o
fendtipo e valores OR<1 indicam protecédo em relacéo ao fenoétipo avaliado.
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5 RESULTADOS

5.1 Resultados clinicos e laboratoriais

Avaliamos 1283 individuos, sendo 632 pacientes portadores de DM1A e 651
controles normais. Os pacientes com DM1A tinham idade inferior & da populacdo
controle, predominio do sexo feminino e maior frequéncia de autorreferidos brancos.
Apresentavam glicemia mais elevada e maior frequéncia dos autoanticorpos anti-
GADG65, anti-IA2 e anti-ZnT8. A idade diagnostico foi de 12,4 anos, bem como a
duracéo da doenca (Tabela 1).



Tabela 1. Caracteristicas clinicas e laboratoriais da populacéo avaliada.
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DMIA (N=632)

Controles (N=651)

Variaveis p
% MédiatDP % MédiatDP

Idade de coleta (anos) e 24,6 +13,0 285+ 11,4 <0,001*
Duracdo do diabete (@anos) e 133+106 e e
Idade de diagnéstico (anos) - 123+85 e e
Sexo

Masculino 42,3 60,5

Feminino 57,7 39,5 <0.001%
Cor autorreferida

Branca 80,2 63,7

N&o Branca 19,8 36,3 <0.001%
Glicemia (mg/dL) 189,6 +113,7 83.5+9,8 <0,001*
HbAlc (%) 84+2.2 53+0,5 <0,001*
Anticorpos Anti-GAD 52,8 1,5 <0,001*
pancreéticos Anti-lIA2 57,5 1,9 <0,001*

Anti-ZnT8 48,2 2,0 <0,001*

Anti-célula parietal 8,4 0,8 <0,001*

Fator antinuclear 21,0 3,0 <0,001*
Anticorpos Anti-endomisio 4,2 0,0 <0,001*
extrapancreaticos Antitireoperoxidase 29,5 7,0 <0,001*

Antitireoglobulina 26,3 9,1 <0,001*

Antirreceptor do horménio

6,0 0,3 <0,001*

estimulador da tireoide

DM1A: pacientes com diabete melito tipo 1 autoimune; DP: desvio-padréo; N: nUmero de individuos; anti-GADG65: anticorpo anti-descarboxilase do acido glutamico 65; anti-

Znt8: anticorpo antitransportador do zinco 8; anti-lIA2: anticorpo antitirosina fosfatase;
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Na tabela 2 estdo as informacbes sobre os SNPs avaliados dos genes
ILLI7RA e IL21R, incluindo a nomenclatura, a descricdo e as frequéncias do alelo
raro para as populacdes: Global, CEU, YRI (disponiveis no banco de dados 1000

genomes), e para os grupos DM1A e controle.

Observamos que as frequéncias dos alelos raros na nossa populagédo se
aproximaram das da populacdo CEU, em concordancia com os dados prévios que
evidenciaram que 77% e 71% de pacientes com DM1A e controles, respectivamente

tem ancestralidade europeia.*”

Tabela 2. Frequéncia das variantes dos genes IL17RA, IL21R e Cadeia Gama Comum selecionadas para o

estudo.
) Alelo MAF MAF MAF MAF MAF )
Gene Variantes Tipo
Raro Global CEU YRI DM1A Controle
IL17RA rs5748863 G 44% (A) 41% (G) 26% (A) 45% (G) 46% (G) Intrdnica
22ql11.1 rs2241049 G 36% (G) 33% (G) 39 % (G) 39% (G) 35% (G) Intrbnica
rs879577 A (3-5) 27% (3-5) 34% (3'-5') 47%(3’-5’) 28% (3’-5’) 31% (3’-5’) Missense
rs5992628 T 49% (G) 42 % (T) 44% (T) 45% (T) 44% (T) 3'UTR
IL21R rs2214537 G 34% (C) 34% (C) 47% (C) 39% (G) 40% (G) Upstream
16p11 rs7193869 T 39% (T) 31% (T) 19% (T) 30% (T) 26% (T) Intrénica
rs7199138 C 42% (C) 33% (C) 42% ( C) 34% (C) 31% (C) Intrdnica
rs3093315 T 37% (T) 46% (T) 25% (T) 35% (T) 36% (T) Intrénica
rs2285452 A 23% (A) 25% (A) 42% (A) 29% (A) 29% (A) 3'UTR
Cadeia
Gama rs12857595 A 14% (A) 32% (A) 13% (A) 25% (A) 25% (A) Intrdnica
Comum

MAF: Minor Allele Frequency; A: adenina; C: citosina; G: guanina; T: timina; Intrénica: Variante de transcricdo que ocorre dentro de
um intron; Missense: porta