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Sumario:A interleucina-10 é uma citocina dita anti-inflamatéria mas que esta envolvida na
resposta imunoldgica promotora da insulite, causadora do Diabetes Mellitus Tipo 1 (DM1)
quando em niveis elevados; como, cerca de 75% de seus niveis séricos, sdo determinados
geneticamente, nosso estudo teve como objetivo elucidar a relacdo de trés polimorfismos
de base Unica ders1800896, rs3021097 (1800871) e rs1800872, localizadosna regido
promotora do gene desta interleucina em pacientes com DM1 no Estado de Pernambuco,
relacionando-os a frequéncia desta patologia e de suas comorbidades. Para a realizacdo
deste estudo foi realizadacoleta de sangue periférico de pacientes com DM1 no
ambulatério de pediatria do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco
e de pacientes controles; as amostras foram submetidas a extragdo do DNA e genotipagem
pela técnica de PCR em tempo real; os dados obtidos foram submetidos a analises
estatistica. Nenhum dos trés SNPs estudados mostrou associa¢do com desenvolvimento do
DML1 e de suas comorbidades; 0 SNP de rs3021097 mostrou esta associado com a idade de
diagnostico, apresentando um p-value = 0,02; comprovando a relacdo da IL-10 com a
resposta imune evidenciada na patogénese do DM1.
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INTRODUCAO
O DM1 é uma patologia autoimune, 6rgdo especifica, crénica e multifatorial; mediada

provavelmente pela perda da autotolerancia periférica, sendo caracterizada pela destruicéo
das células beta pancreaticas com os linfocitos T promovendo este ataque, provocando
insulite, caracteristica histopatolégica do DML, e consequente hiperglicemia; sendo a
insulina o hormonio responsavel pela sinalizacdo da entrada de glicose nas células é
necessario a sua reposicao exdgena permanentemente (OPIE, 1901;BLUESTONE et al.,
2010; KAWASAKI, 2014). Estes altos niveis de glicose circulante de maneira cronica
provocam disfuncdo em vasos com varios 6rgdos como olhos, rins, nervos e coracdo sendo
atingidos, sendo também observado déficit no crescimento e susceptibilidade a infecgdes.
(ATKINSON M.A., 2014; JAHROMI M.M., 2007; ADA, 2014). A tolerancia periférica é
uma caracteristica essencial do sistema imune, sendo necessdria para um correto
funcionamento do organismo; a apoptose ou supressao das células T maduras por células T
reguladoras s8o mecanismos envolvidos na promoc¢do da tolerdncia periférica, onde
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defeitos podem patrocinar doencas autoimunes como o DMI1. A arquitetura do
microambiente é de fundamental importancia para o estabelecimento de uma resposta
imune, onde as citocinas participam contribuindo para o tipo de resposta que sera
estabelecida (ABBAS A.K. et al, 2012 72 edi¢do). As citocinas sdo proteinas sollveis,
produzidas por diferentes tipos celulares, pleiotropicas e com capacidade de mediar e
regular todos os aspectos das imunidades inata e adaptativa, compondo um grupo
heterogéneo; a acdo geralmente esta limitada as regides proximas ao local de sua sintese,
mas pode apresentar acdo autdcrina e, se e006D grande quantidade, enddcrina; a
denominacdo das citocinas é dada de forma arbitraria, sendo classificadas por fungdo ou
como interleucina devido a, no passado, ter sua sintese e atuacdo, relacionada com 0s
leucocitos.  Algumas citocinas produzidas pelos linfécitos T agem em células
apresentadoras de antigenos (APC’s) construindo uma sinapse imunolégica. A sintese das
citocinas é dada por uma nova transcricdo (ABBAS A.K. et al, 2012 72 edigd0). A IL-10 é
uma citocina pleiotrépica participante do grupo Th2, esta interleucina € uma potente
mediadora anti-inflamatdria por regular negativamente a resposta imune mediada por
célula e a resposta inflamatoria, mas também exerce contribui¢do na promocao da insulite,
guando em altos niveis. A interferéncia de polimorfismos no gene da IL-10 € de
fundamental importancia devido ao alto poder de regulacdo genética na producdo desta
citocina (NG et al., 2013). O gene da IL-10 est4 localizado no cromossomo 1(1q) e possuli
varios polimorfismos na regido do promotor, apresentando interferéncia nos niveis de
producdo desta citocina e consequentemente alteracdo no equilibrio Th1/Th2 e nas
respostas imunoldgicas, desta forma essas alteracBes genéticas podem influenciar na
promocdo do DM1 e das comorbidades associadas. A patogénese do DM1 ainda nédo foi
completamente elucidada, mas o envolvimento de fatores ambientais e genéticos ja é
descrito na literatura (PUGLIESE, 2013). Varias regides do sistema HLA foram associadas
com o desenvolvimento do DM1, mas outras regifes ndo HLA também foram associadas
ao desenvolvimento da doenca, principalmente as relacionadas ao sistema imune, como o
microambiente é essencial para o estabelecimento de uma resposta imune, sendo necessaria
a configuracdo de um perfil determinado com o envolvimento de citocinas especificas para
0 desencadeamento de respostas inflamatérias, no qual células e moléculas realizam
funcBes o estudo deste € de fundamental importancia para o esclarecimento do processo
patoldgico do DM1 (BERGHOLDT et al., 2012). O DM1 provoca prejuizos aos pacientes,
por provocar graves danos fisicos e alteracfes no cotidiano, e ao sistema de salde por
possuir taxas de morbimortalidade consideraveis representando grandes investimentos do
governo em saude publica, proporcionando custos globais anuais bilionarios. Assim, €
importante o investimento em pesquisas que promovam um diagndstico precoce dos
individuos susceptiveis, permitindo uma intervencdo profilatica, consequentemente
diminuindo a possibilidade de comorbidades associadas.

MATERIAIS E METODOS
O estudo utilizou amostras de 287 pacientes diagnosticados com DM1 segundo 0s critérios
da American DiabetsAssociation (ADA) atendidos no Hospital das Clinicas (HC) da
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Universidade Federal de Pernambuco, entre o periodo de marco de 2010 a dezembro de
2013 e 295 individuos saudaveis e sem historico familiar de doenca autoimune, para
compor o grupo controle.Todos foram recrutados voluntariamente, apos a explicacéo da
pesquisa e assinatura do termo livre esclarecido. O diagnostico para a DC e AITD foi
realizado através de anticorpos especificos. O grupo de pacientes para as analises foram
divididos em T1D/AITD, T1D/DC e T1D/AITD/CD. O DNA foi extraido das amostras de
sangue periférico anti-coagulado com EDTA usando o protocolo de mini salting out no
Laboratorio de Imunopatologia KeizoAsami e a qualidade do DNA foi avaliada por
quantificacdo no NanoDrop. Os SNPs-819 C/T (rs3021097), -592 A/C (rs1800872) e -
1082 A/G (rs1800896) foram analisados através da plataforma 7500 Real Timer PCR
Applied Biosystemsem tempo real com sondas alelo especificas(C_ 1747362_10,
C 1747363 _10 and C_1747360_10)(TagMan® da AppliedBiosystems). O poder das
andlises foi verificado pelo teste G*power, versdo 3.1 com probabilidade de erro de
0.05.As frequéncias genotipicas e alélicas foram calculadas pelo SNPStats. O equilibrio de
Hardy-Weinberg foi verificado pelo software GenotypeTransposer, a analise dos SNPs e a
idade de inicio do DML utilizou o programa R, versdo 2.12.2. O desequilibrio de ligagéo e
haplotipos foram avaliados através do Haploview. A OddsRatio (OR) e o intervalo de
confianga (Cl) também foram calculados. Realizou-se também o teste de correcdo de
Bonferoni’s e p-value<0.025 foi considerado com significancia estatistica. A relevancia
estatistica de todas as comparacgdes foi analisada pelo Teste de Fisher.

RESULTADOS
As analises realizadas comprovaram que ndo foi encontrada diferenca estatistica entre o

grupo de pacientes e controle, para as mutagdes estudadas; sendo verificada a associagao
entre 0 SNP rs3021097 e o diagnostico mais retardado do DM1 (p-valor: 0,025).

DISCUSSAO
Os SNPs estudados apesar da localizacdo no promotor do gene da IL-10, uma regido com

influéncia nos niveis de producdo da citocina ndo foi encontrada associagdo com uma
maior susceptibilidade ao desenvolvimento do DM1 e de suas comorbidades, p-
value>0.05, na populacdo pernambucana; dado também encontrado em outras populagdes;
mesmo sendo bem descrito na literatura a relacdo entre os niveis desta interleucina e o
desenvolvimento de insulite(TEGOSHI et al (2002), MOHEBBATIKALJAHI et al,
(2009);. Urcelay et al, 2004; Reyner et al, 2006). A associa¢do do SNP de rs3021097 com
a idade do diagnostico, onde este apresentou um retardamento na idade do diagndstico(p-
valor: 0,025),propde um papel de protecéo do desenvolvimento de DM1 em individuos que
apresentem o genotipo C/C quando comparados a individuos T/T, conferindo um
retardamento de até dois anos no desenvolvimento do DM1, assim o genotipo protetor
pode estar associado ao grau de dano ao tecido pancreatico durante a resposta inflamatoria
no processo de autoimunidade, na patologia. As analises também mostraram que 0os SNPs
estdo em equilibrio de ligacdo(D '= 0,99) o que comprova que sua segregacdo e
combinagdo séo aleatorias.
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CONCLUSOES
O presente estudo mostra que os SNPs estudados ndo conferem uma maior susceptibilidade
ao desenvolvimento do DM1 na populacdo pernambucana, mas que mais estudos que
envolvam a expresséo da IL-10 em pacientes com DM1, assim como também o estudo dos
niveis séricos da citocina, precisam ser realizados para elucidacdo do seu papel na
patogénese do DML1.
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