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Resumo



Criséstomo LG. Expresséo dos receptores das interleucinas de cadeia gama
comum em linfocitos T periféricos em pacientes portadores de diabetes
mellitus tipo 1 com inicio recente [tese]. Sdo Paulo. Faculdade de Medicina
da Universidade de Sao Paulo; 2010. 113p.

O Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1A) é uma doenga autoimune caracterizada
pela infiltracdo pancreatica de linfécitos T e B, macréfagos e células
dendriticas, levando a perda progressiva da capacidade de secregao de
insulina pelas células beta pancreaticas. A homeostase das células T, ou
seja, o desenvolvimento e manutencgéo apropriados dos numeros e fungdes
das células T sdo essenciais para a integridade do sistema imune.
Classicamente acreditava-se que as células T CD4+ poderiam se subdividir
em duas populacbes efetoras distintas, T helper 1 e T helper 2.
Recentemente, foram descritas duas novas vias de ativacao de linfécitos T
CD4+: a via Th17, que tem papel fundamental na autoimunidade; a via T
regulatéria, onde células T CD4+CD25+ "" sio essenciais na tolerancia
periférica e protegado contra autoimunidade. As Interleucinas (IL) de cadeia
gama comum agem em varias etapas desta diferenciagao linfocitica. A IL-21
€ 0 membro mais recente desta familia de citocinas, que inclui também: IL-2,
IL-4, IL-7 , IL-9 e IL-15. A IL-21 atua através da interacdo com seu receptor,
o IL-21R, apresentando agdes pleiotropicas e, como regra, pro-inflamatorias.
Em estudos com modelos animais de diabetes autoimune verificou-se que a
IL-21 e seu receptor sdo essenciais para o desenvolvimento da doenga,
porém ainda n&o ha estudos sobre a agao desta interleucina no DM1 em
humanos. O objetivo de nosso estudo foi avaliar o papel dos receptores das
interleucinas de cadeia gama comum na patogénese do DM1A através da
determinacgao da expressao da proteina de superficie e do RNA mensageiro
destes receptores em pacientes com DM1A de inicio recente, em
comparagao com individuos controles normais, e da correlacdo destes
valores com titulos de autoanticorpos pancreaticos. Estudamos a expresséao
da proteina de superficie do IL-21R, IL-2Ra (CD25), IL-2RB (CD122), IL-4R
(CD124) e IL-7R (CD127) em linfocitos T periféricos de 35 pacientes com
DM1 e 25 controles sadios utilizando citometria de fluxo. O tempo médio de
diagnostico do DM1 foi de 3 meses, e todos os pacientes estavam em uso
de insulina no momento da coleta de sangue. Auto-anticorpos pancreaticos
(anti-GADG5 e anti-lIA2) foram dosados através de radioimunoensaio.
A expressao do RNAm de IL-21R, IL-2Ra e IL-2Rg foi quantificada por PCR
em tempo real em 23 dos pacientes portadores de DM1A. Detectamos, pela
primeira vez, diminui¢cao significativa na expressao proporcional de IL-21R,
CD25 e CD122 em linfocitos TCD3+ e TCD4+, além de diminuicdo na
expressao de CD124 em linfocitos T CD4+ e CD127 em linfécitos T CD3+.
Verificamos também redugdo significativa na quantidade de células



TCD4+CD25+"" (T regulatérias) nos pacientes DM1A. Nzo houve
correlacao entre expressao dos receptores de superficie das interleucinas de
cadeia gama comum e titulos de autoanticorpos pancreaticos. Realizamos o
PCR em tempo real para quantificar a expressdo do RNA mensageiro
(RNAm) dos receptores de interleucinas de cadeia gama comum, e avaliar
se esta correspondia a expressao das proteinas de superficie obtida através
de citometria de fluxo. Comparamos a expressdao do RNAm de IL-21R,
IL-2Ra e IL-2RB nos pacientes DM1A dividindo-os em tercis de acordo com
os valores de expressao de proteina de superficie obtidos por citometria de
fluxo em linfécitos T CD3+, e verificamos que ndao houve diferenga entre os
3 grupos na expressao relativa dos genes estudados. Portanto, em nossa
casuistica a reducao da expressao da proteina de superficie dos receptores
de interleucinas de cadeia gama comum possivelmente decorreu de
alteragdes posteriores a transcricdo do RNA mensageiro.

Descritores: 1.Diabetes mellitus 2.Autoimunidade 3.Linfécitos T
4.Ativacdo linfocitica 5.Receptores de interleucina-21 6.Receptores de
interleucina-2 7.Interleucina-4 8.Interleucina-7



Summary



Criséstomo, LG. Expression of common gamma chain cytokines receptors in
periphereal T lymphocytes of recent onset type 1 diabetes patients [thesis].
Sao Paulo. “‘Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo”; 2010.
113p.

Type 1 diabetes (T1D) is a chronic autoimmune disease characterized by
pancreatic infiltration of T and B lymphocytes, macrophages and dendritic
cells, leading to a progressive destruction of the insulin-producing B-cells.
Homeostasis of T cells can be defined as the ability of the immune system to
maintain normal T-cell counts and to restore T-cell numbers following T-cell
depletion or expansion. It was classically believed that the CD4+ T cells could
be activated into two distinct effector populations, T helper1 and T helper2. It
was recently described two new pathways of CD4+ T lymphocytes activation:
the Th17 pathway, that plays a fundamental role in autoimmunity and the
regulatory pathway (Treg), where CD4+CD25+"" T cells are essential to
maintain peripheral tolerance and therefore protect against autoimmunity.
The common gamma chain cytokines interfere with several steps of the CD4+
T lymphocytes differentiation. Interleukin-21 (IL-21) is the most recent member
of this family, that also includes IL-2, IL-4, IL-7, IL-9 and IL-15, and has
pleiotropic effects on the immune system. Interleukin-21 acts through
interaction with its receptor, the IL-21R, which is expressed in a great variety
of immune cells. Various studies with animal models of autoimmune diabetes
demonstrated that IL-21 and its receptor are essential for the development of
the disease, but there are no studies evaluating the role of this interleukin
and its receptor in T1DM in humans. The aim of our study was to assess the
role of common gamma chain-dependent cytokine receptors in the
pathogenesis of T1D, by determining the expression of the surface protein
and mRNA of these receptors in recent-onset T1D patients and correlating
these values with titles of pancreatic autoantibodies. We studied the surface
protein expression of IL-21R, IL-2Ra (CD25), IL-2RB (CD122), IL-4R
(CD124) and IL-7R (CD127) in peripheral T lymphocytes of 35 patients with
T1D and 25 healthy controls using flow cytometry. Mean T1D duration was
3 months and all patients were using insulin at the time of blood withdraw.
Pancreatic autoantibodies (anti-GAD65 and anti-IA2) were assessed by
radioimmunoassay. The mRNA expression of IL-21R, IL-2Ra and IL-2Rp
was quantified by real time PCR in 23 of the T1D patients. We detected for
the first time a statistically significant decrease in the proportional expression
of IL-21R, CD25 and CD122 on CD3+ and CD4+ T lymphocytes, a decrease
in the expression of CD124 on CD4+ T cells and CD127 on CD3+
T lymphocytes. We also observed a significant reduction in the amount of
CD4+ CD25+"" (T regulatory cells) in T1D patients. There was no



correlation between the expression of the surface receptors of common
gamma chain cytokines and titles of pancreatic autoantibodies. We performed
real-time PCR to quantify RNA expression of common gamma-chain
interleukin receptors, and evaluate if these values corresponded to those of
surface proteins obtained using flow cytometry. We compared the mRNA
expression of IL-21R, IL-2Ra and IL-2RB in T1D patients by dividing them
into tertiles according to the expression values of surface protein obtained by
flow cytometry in CD3+T lymphocytes. We observed that there was no
difference in the relative expression of mRNA among the 3 groups of
patients. Therefore, in our study, the reduction of surface protein expression
of common gamma chain cytokines receptors was possibly due to alterations
that occurred after the transcription of mRNA.

Descriptors: 1.Diabetes mellitus 2.Autoimmunity 3.T lymphocyte
4 Lymphocyte activation 5.Interleukin-21 receptor 6.Interleukin-2 receptor

7 .interleukin-4 8.interleukin-7
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O diabetes mellitus tipo 1A (DM1A) é uma doenga caracterizada pela
infiltracdo pancreatica de linfocitos T e B e outras células do sistema imune,
levando a perda progressiva da capacidade de secrecdo de insulina pelas
células beta pancreaticas. O DM1A é uma patologia autoimune crénica e
multifatorial, onde fatores genéticos e ambientais interagem de maneira

complexa, determinando assim a génese e a progressao da mesma.

1.1 Genéticado DM1A

O DM1A apresenta caracteristicas hereditarias poligénicas: mais de
quarenta /oci que conferem suscetibilidade ja foram descritos, estando os
mais importantes localizados nos cromossomos 1, 2, 6 e 117, A regiao do
sistema do antigeno leucocitario humano (HLA), localizada no complexo
principal de histocompatibilidade (MHC) no braco curto do cromossoma 6,
constitui o principal locus de suscetibilidade para DM1A, denominado IDDM1
(40% a 50% do risco genético para DM tipo 1)2. O MHC apresenta trés
classes de moléculas intimamente relacionadas. As moléculas da classe |
(HLA - A, - B e -C) estao associadas com o processamento e apresentacao
de antigenos intracelulares, enquanto que os da classe Il codificam

proteinas do sistema complemento e outros componentes do sistema imune.
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Os genes de classe Il (HLA -DR, -DQ, - DP) sao expressos em células do
sistema imune que incluem mondcitos/macrofagos, células dendriticas,
epiteliais timicas, linfocitos B e linfocitos T ativados e atuam no
processamento e na apresentacdo de proteinas extracelulares. Portanto,
moléculas de classe Il possuem um papel importante na ativagcdo das
respostas autoimunes e sdo as mais importantes relacionadas ao DM1A.
No locus HLA-DR, os alelos - DR*03 ou - DR*04 s&o os mais freqlientes
nos pacientes diabéticos®. Considerando-se que 30% a 40% desses
pacientes portadores de DM1A, principalmente as criangas, sao
heterozigotos HLA-DR*03/DR*04, esse gendtipo confere o maior risco
para a doenca, seguido pela homozigose para - DR*04 e, finalmente, para
- DR*03. Os alelos DRB1*0405 e *0401 sao de predisposicao, os *0402 e
*0404 s3o neutros e os *0403, *0406 e *0407 sdo protetores®.
Em caucasianos, os alelos - DQA1*0301, - DQB1*0302 e - DQA1*0501,
- DQB1*0201 sdo os mais importantes na suscetibilidade ao diabetes
autoimune e encontram-se em desequilibrio de ligagcdo com os alelos
HLA-DR*04 e DR*03, respectivamente, influenciando norisco de
evolucdo para DM1A determinado por aqueles alelos*. Por outro lado,
alguns haplotipos sao protetores para DM1A, particularmente
HLA-DRB1*1501/DQA1*0102-DQB1*0602 (DR2-DQ6), sendo o alelo *0602
o principal responsavel pela protecao®.

O segundo maior locus de susceptibilidade para o DM1A, denominado
IDDM2, situa-se na regido 5' do gene da insulina (INS), no cromossomo 11p15

e contribui com 10% da suscetibilidade genética para a doenca. A maior
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associacao com DM1A foi definida para a regido minissatélite ndo transcrita,
altamente polimdrfica, com numeros variaveis de repeticdbes consecutivas
(VNTR), composta de 14 a 15 pares de base de oligonucleotideos que se
repetem. Esta regidao compreende trés classes de alelos divididos de acordo
com seu tamanho, que €& determinado pelo numero de repeticdes: 26-63
repeticdes (alelos de classe 1), 140-200 repeticoes (alelos de classe lll), sendo
os alelos de classe I, intermediarios, extremamente raros. Os alelos de classe |
sao considerados de susceptibilidade para DM1A, com risco relativo variando
de 1,9 a 3,5 nas diferentes populacoes 6. Os alelos de classe Ill, considerados
protetores, estdo associados a redugcdo de 60% a 70% no risco de
desenvolver DM1A. Condicionam, no timo, niveis mais elevados de RNAm da
insulina e da proteina pré-pré-insulina, que € um antigeno-chave na
patogénese do diabetes. A maior transcricdo timica de insulina modulada
pelos alelos de classe Ill aumenta a probabilidade de sele¢gdo negativa das
células T timicas auto-reativas, conferindo melhor tolerancia imune nos

individuos portadores desses alelos °.

1.2 DM1A e autoimunidade

O diabetes mellitus tipo 1 € uma doenga autoimune crénica onde
clones de células T auto-reativas destroem as células B pancreaticas,
levando a dependéncia de insulina exdgena’. Inimeras evidéncias

corroboram a natureza autoimune desta patologia: a presenca de infiltrado
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mononuclear dentro e ao redor das ilhotas (insulite); a presenca de
marcadores de autoimunidade humorais e celulares contra as células beta;
a associacao do DM1A com outras doengas autoimunes; a associagao com
determinados haplétipos do sistema HLA. Os autoanticorpos relacionados
as ilhotas pancreaticas podem ser detectados no sangue periférico de
individuos com risco para desenvolver DM1A varios anos antes das
manifestacdes clinicas da doenca e incluem: autoanticorpos anti- insulina
(IAA), anti-ilhota (ICA), anti descarboxilase do acido glutdmico 65
(anti-GADG65) e anti tirosina fosfatase (IA2). Entretanto, nem todos os
individuos portadores dos autoanticorpos desenvolvem diabetes plenamente
manifesto, o que indica que a insulite, embora seja um pré-requisito, nem
sempre € progressiva. Além disso, o0s autoanticorpos pancreaticos
aparentam n&o ter participacdo direta na morte das células beta: o
processo destrutivo € mediado pela infiltragdo de linfocitos T CD4 e CD8
auto-reativos. ’

Progresso consideravel ja foi feito no entendimento da patogénese
das doengas autoimunes, e a perda de tolerancia central e/ou periférica
constitui ponto critico na génese da autoimunidade®. Na tolerancia central,
as células T autoreativas sdo destruidas no timo através de vias de
apoptose. A maioria dos estudos com modelos animais de DM1A mostram
que, nessa condicdo, as células T autoreativas sao resistentes a apoptose
central, o que predispde ao surgimento da doenga autoimune®. Ha também
evidéncias que esta resisténcia central a apoptose das células T

autoreativas contribua para o desenvolvimento do DM1A em humanos °.
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Ja a tolerancia periférica é exercida através de multiplos mecanismos, sendo
um dos principais a agao das células T regulatérias (Treg): estas células
controlam o desenvolvimento, o trafego e a proliferacdo das células T
efetoras. As células Treg sao principalmente as células T CD4+ que
apresentam alta expressdo da molécula de superficie CD25 (cadeia alfa do
receptor da interleucina 2) e elevados niveis de FoxP3 (forkhead Box P3),
fator de transcrigdo intracelular envolvido na funcédo regulatéria. Humanos
sem FoxP3 funcionante apresentam a doenga autoimune denominada IPEX
(Immunodysregulation polyendocrinopathy enteropathy X-linked syndrome),
com a presenca de autoanticorpos contra uma grande gama de 6rgdos’’.
Recentemente, estudos mostraram correlagdo entre alta expressdao de
FoxP3 e expressao baixa ou ausente do receptor da Interleucina 7 (IL-7R ou
CD127)'*™. Glicsic-Milosavljevic e colaboradores (2007) demonstraram que
o nivel de apoptose das células Treg € significativamente aumentado nos 6
primeiros meses do diagnostico de DM1A em humanos, voltando a valores
mais baixos apds esse periodo'. Com isso, aventam a possibilidade de
quantidades diminuidas de células Treg exercerem papel fundamental na
génese do DM1A. Apesar de bem comprovado que o processo de destruigao
das células beta pancreéaticas se deve a infiltracdo de linfocitos TCD4" e
CD8" autoreativos, os mecanismos moleculares e as vias de citoquinas que
controlam esse processo destrutivo ainda ndao sao completamente

entendidos "°7°.
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1.3 Homeostase de células T e vias de ativagao dos linfocitos

TCD4+

A homeostase das células T, ou seja, o desenvolvimento e
manutencado apropriados dos numeros e funcbes das células T sao
essenciais para a integridade do sistema imune'®. Os progenitores das
células T, provenientes da medula 6ssea, inicialmente migram para o timo,
onde sofrem varios processos de selegcdo e apoptose, sendo entdo
exportados para a periferia como células T maduras, porém naive. Quando
as células T naive encontram um antigeno apropriado (apresentado pelas
células apresentadoras de antigenos) elas proliferam e se diferenciam em
linfécitos T efetores. Esses efetores podem ser linfécitos T helper, que
orquestram a resposta imune por ativarem outras células imunolégicas, ou
linfécitos T citotoxicos, que sao as células responsaveis pela erradicacao
de células alvo. Apos a erradicagédo da fonte de antigenos, a maioria das
células T efetoras morre através de apoptose, porém uma pequena parte
destas células é mantida e se tornam as células de memoria'®. Proteinas
de membrana podem ser utilizadas como marcadores para se distinguir
funcionalmente as diferentes subpopulag¢des de linfocitos T. A proteina de
superficie CD3 caracteriza a subpopulagédo de linfocitos T, servindo para
distingui-los dos linfécitos B e outras células imunoldgicas. A maioria dos
linfocitos T helper expressa a proteina de superficie CD4, ou seja, séo
linfocitos T CD3'CD4'CD8". Ja a maioria dos linfocitos T citotdxica

expressa a proteina de superficie CD8, sendo entdo CD3*CD4CD8* "".
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Anticorpos especificos marcados com sondas para essas moléculas de
superficie podem ser detectados por varios métodos, sendo o principal a
citometria de fluxo, e sdo usados para identificar e isolar as varias
populacdes de linfocitos .

As células T helper (Th) CD4" quando ativadas, orquestram as
respostas imunes ao se diferenciarem em varios subconjuntos de células T,
que atuam de maneiras diferentes, realizando funcbes especificas.
Esta diferenciacdo depende dos padrbes especificos de secrecdao de
citoquinas aos quais as células Th sao expostas. Classicamente acreditava-se
que as células TCD4+ poderiam se subdividir em duas populacgdes efetoras
distintas, T helper 1 (Th1) e T helper 2 (Th2). A diferenciacado das células T
helper é definida pela habilidade da célula de produzir, seletivamente,
grandes quantidades de citoquinas efetoras especificas quando ha
exposicao a determinado antigeno. Células Th1 sao, tipicamente, produtoras
de IFN-y, IL-2, TNF- e TNF-a, sendo essenciais para o estabelecimento de
respostas imunes celulares, caracterizadas por um infiltrado rico em
neutréfilos polimorfonucleares, linfocitos e macrofagos e pela formagéo de
granulomas. As células Th2 produzem, caracteristicamente, IL-4, IL-5, IL-13
e sao importantes indutoras da sintese de IgE e anticorpos pelas células B

(Figura 1).
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Figura 1: Vias de ativagdo de linfécitos TCD4+. As células T progenitoras (Thp)

diferenciam-se em subconjuntos funcionalmente distintos de células T (Th1,Th2, Th17 e Treg)
de acordo com a influéncia de citocinas especificas. As células T diferenciadas influenciam
o sistema imune, em parte, através da secrecéo de citocinas especificas. Th= linfécito T helper;
Treg = célula T regulatdria; IL= interleucina; IFN-y= interferon gama; TGF-B= transforming

growth factor beta.

Recentemente foram descritas duas novas vias de ativacdo das
células TCD4+: as vias Th17 e T regulatdria.

A via Th17 representa um subgrupo diferente de células T, produtoras
de interleucina 17 (IL-17), "®" que possuem papel fundamental na mediagéo
de um grande nimero de doencas autoimunes®. Para que as células T
naive se diferenciem em TH17 &, inicialmente, necessaria sua exposi¢cao ao
transnforming growth factor B (TGF-B) e a interleucina 6 (IL-6) ', porém
estimulos adicionais também participam desta diferenciacdo. Um dos

principais passos para o desenvolvimento das células Th17 é que estas
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células adquiram a capacidade de produzir interleucina 21 (IL-21), pois esta
aquisicdo amplifica a geragdo de células Th17 de maneira autécrina®.
Além disso, alguns estudos demonstraram que a IL-21 pode substituir a
IL-6 no papel de promover a diferenciacéo inicial em Th17%. Outros estudos,
entretanto, refutam esta hipétese mostrando que, em ratos, apenas a IL-6 é
suficiente para o desenvolvimento da via Th17 e autoimunidade, mesmo na
auséncia de IL-21 ou de seu receptor (IL-21R)**.

A via T regulatéria (Treg) € uma via que leva a imunossupressao e
protecdo contra doengas autoimunes. Também € iniciada pela presencga
de TGF-B, na auséncia de um ambiente pré-inflamatorio, ou seja, na
auséncia de IL-6. As células T regulatérias compreendem as células
TCD4" que apresentam grande quantidade de CD25 (cadeia alfa do
receptor da IL-2 ou IL-2Ra) expresso em sua superficie, sendo
conhecidas por T CD4*CD25*"9". Como ja previamente descrito, sdo
células importantes na manutencao da tolerancia periférica e protecao

contra clones de células T autoreativas.

1.4 Interleucinas de cadeia gama comum

A resposta imune a patégenos envolve esforcos coordenados de
multiplos componentes dos sistemas linféide e mieldide. Isto inclui a
resposta imune inata, mediada por células natural killer (NK), células

dendriticas, granuldcitos, mondécitos e macréfagos, e a resposta imune
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adaptativa, gerada pelos linfécitos. A coordenacédo destas respostas fica a
cargo de uma rede de citoquinas responsaveis pela maturagcéo celular e
controle dos efetores. %°

A familia de citoquinas do tipo | consiste de 6 citoquinas que
apresentam a cadeia gama comum em seus receptores, também conhecidas
como interleucinas de cadeia gama comum. Esta familia € composta pelas
interleucinas (IL)-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 e IL-21, capazes de atuar tanto na
resposta imune inata quanto na adaptativa, e alteragdes na sua sinalizagao

estdo associadas a autoimunidade (Figura 2) °.

CITOCINAS PRODUZIDAS POR:

IL-4
IL-2 Células T - IL-15 IL-21
Células T Céiulas NK I- ) Cétulas dendriticas Células TCD4+
Clulas Eosinsfilog Células estromals Cl‘.lul._a epiteliais Céulas WET
dendriticas Mastécitos Fibroblastos L9 Mondaitos
Chlulas epiteliaiz l
* ‘IV IL-15Ra. @y
4R | I7Ra | [
QAKD [UAAKD)
4 R ¥ N ra R ra R
(sTaTS) l (s1a13)  (STAT6) (STATS)  ((STATS) l (s1a3) l l l
T
Células T Céluias B Ctlulas T Células T Células T Células T
Células B Céhlulas NI Células dendiiticas | | Mastdemos Citulas NK Células B
CHulas NE Masntdcitos Eosindfilos Ctlulas MK
Razdfilos Célulos dendriticas

I RECEPTORES EXPRESSOS POR I

Figura 2: Interleucinas de cadeia gama comum e seus receptores. Todos os receptores
apresentam a cadeia gama comum (yc), e ativam as proteinas Janus Kinase 1 (JAK1),
JAK3 e proteinas STAT (signal transducer and activator of transcription). A principal STAT
ativada esta em negrito. IL= interleucina; Células NK = células Natural Killer. (modificado de
Rochman, 2009%").
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1.4.1 Interleucina 21 e seu receptor

A IL-21 é o mais novo membro da familia de interleucinas de cadeia
gama comum, produzida em linfécitos TCD4+ ativados, células Th17 e
células NK %2° Seu gene localiza-se no brago longo do cromossomo 4
(4926-927), bem proximo ao gene codificador da interleucina 2. A IL-21 atua
através da interacdo com seu receptor (IL-21R), expresso principalmente em
linfécitos TCD4+ e CD8+, mas também em linfécitos B, células NK, células
dendriticas, macrofagos e queratindcitos, o que confere espectro de agao
extremamente amplo para esta interleucina. O receptor da IL-21 tem seu
gene codificador localizado no brago curto do cromossomo 16 (16p11) e

seus niveis de RNAm elevam-se com a acdo da prépria IL-21°

. A'localizagao
bastante diversificada do IL-21R, aliada ao fato de sua expressao ser
diretamente proporcional a da IL-21 tornam este receptor o candidato ideal
para estudo da prépria IL-21, pois esta apresenta meia vida extremamente
curta e quantificagdo bastante problematica *'. A IL-21, a semelhanca das
demais interleucinas de cadeia gama comum, atua ativando a familia de
proteinas JAK-quinase (tirosina-quinases intracelulares), sendo que JAK-1
liga-se ao sitio especifico do IL-21R e JAK-3 liga-se ao receptor gama
comum 2. Através destas ligacdes ha a ativagdo de STAT1 (signal transducer
and activator of transcription) e STAT3, e num menor grau, de STAT5A e

STATSB. Esta ativacdo predominante de STAT1 e STAT3 destaca a IL-21

dos demais membros de sua familia.
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A IL-21 apresenta agdes pleiotropicas, dentre as quais se destacam:

e regulagéo da proliferacao e da fungao das células TCD8+, em acao
sinérgica com IL-15 ou IL-7°;

e ativacado da proliferagao e diferenciacdo de células B em células
produtoras de imunoglobulinas®;

 aumento da atividade das células NK**;

¢ Inibicdo da apresentagéo de antigenos pelas células dendriticas®®

e ativacdo e manutencdo da via Th17, importante para o
desenvolvimento da autoimunidade®?*;

e diminuigdo da indugdo de células Treg FoxP3" pelo TGF-B, com

possivel inibicdo da via Treg?.

Estudos recentes demonstram um papel potencial para a interagao
IL-21/IL-21R na génese e progressao de diversas doengas autoimunes,

como:

A- Lupus Eritematoso Sistémico (LES)

O lupus eritematoso sistémico € uma doencga inflamatdria cronica,
multissistémica, de causa desconhecida e de natureza autoimune,
caracterizada pela presengca de diversos auto-anticorpos. Evolui com
manifestacdes clinicas polimoérficas, com periodos de exacerbagdes e
remissdes. De etiologia ndo esclarecida, o desenvolvimento da doencga esta

ligado a predisposi¢cao genética e a fatores ambientais.
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Em 2007, Herber e colaboradores % demonstraram que a IL-21
apresenta papel patogénico em modelos animais de Iupus, e que o bloqueio
do IL-21R com IL-21R.Fc diminuiu a progressdo da doenga em ratos
MRL-Faz (lpr). Estudo recente também demonstrou que o receptor da IL-21
exerce um papel critico na patogénese do LES em ratos BXSB-Yaa, outro
modelo animal de LES®®.

Ainda em 2007, Sawalha e colaboradores®” demonstraram
associacao entre dois SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) no gene da
IL-21 e LES em humanos. Entretanto, trabalhos envolvendo expressao de
IL-21/IL-21R em humanos e sua associacdo com LES sado bastante
escassos. Um deles demonstrou diminuicdo da expressdo do receptor da
IL-21 em linfocitos B periféricos em 60 pacientes portadores de LES, quando
comparados a controles sadios. Interessante notar que neste estudo a
diminuicao da expressao do IL-21R estava significativamente associada aos
titulos de anticorpo anti-DNA nativo, ou seja, pacientes que apresentavam

maiores titulos de autoanticorpos exibiam menor expressao de IL-21R*.

B- Artrite reumatéide (AR)

A artrite reumatodide € uma doencga autoimune humoral onde ha danos
aos tecidos das articulagdes pela presenga de imunocomplexos. No infiltrado
sinovial podemos encontrar linfocitos T e B, macréfagos, neutrdfilos e
fibroblastos. Acredita-se que a IL-21 exerca funcdo importante na
patogénese da AR por ativar a produgao de anticorpos. Em modelos animais

de AR ja foi demonstrado que o bloqueio do receptor da IL-21 diminuiu os



Introdug&o |15

sinais clinicos e histologicos da doenca®®. A andlise de membranas
sinoviais por estudos histolégicos e de biologia molecular demonstrou
expressao exacerbada da IL-21 e do IL-21R em pacientes portadores de AR,

quando comparados a controles normais*®*",

C- Esclerose multipla e Encefalite Autoimune Experimental

A esclerose multipla (EM) é uma doenga de sistema nervoso central
que ocorre quando o sistema imune ataca a camada protetora de mielina
que recobre as células nervosas. Na encefalite autoimune experimental
(EAE), modelo animal de EM, demonstrou-se que a IL-21 é essencial para o
desenvolvimento da via Th17: ao se avaliar camundongos knockout para
IL-21 e IL-21R, verificou-se uma grande reducédo na progressdo da EAE??%,
Entretanto, outro estudo mostrou que o bloqueio do IL-21R exacerbava os
sintomas de EAE, aumentando IL-17 e diminuindo as células Treg 42
Ainda ndo se conhecem os mecanismos responsaveis por esses resultados

experimentais tao conflitantes.

D- Diabetes mellitus tipo 1A

Assim como em humanos, no modelo animal de diabetes tipo 1A,
conhecido como camundongo NOD (non-obese diabetic), também ha a
destruicdo das células beta pancreaticas por células T ativadas. Ha um
grande numero de genes associados com DM1A em humanos e no

camundongo NOD. Além dos loci para HLA (Idd1) e gene da insulina (Idd2),
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um dos locus de grande interesse atual localiza-se no cromossomo 4 nos
humanos e no cromossomo 3 em camundongos (ldd3), e codifica as
citoquinas IL-2 e IL-21***. No camundongo NOD ja foi demonstrada a
diminuicao da expressao do alelo da IL-2, o que explica boa parte do efeito
de susceptibilidade do locus 1dd3*°. A importancia da IL-21 no Idd3 ainda é
bastante controversa, pois os alelos da IL-2 e da IL-21 apresentam forte
desequilibrio de ligacao, tanto que um haplétipo da IL-2 € sempre herdado

com o mesmo haplétipo de IL-21%°

. Estudos de ligacdo em humanos
mostraram associagao da regiao IL-2/IL21, localizada no brago longo do
cromossomo 4 (regido 4q27), com DM1A*. Além disso, variacdes
polimorficas dos genes da IL-21 e do IL-21R foram associadas com
susceptibilidade genética ao DM1A de maneira aditiva “2.

No camundongo NOD, a linfopenia induz a expansao homeostatica de
clones de células T autoreativas, e, para que esta expressdao de
autoimunidade ocorra sdo necessarias as presencas da IL-21 e do IL-21R*.
Além disso, dois estudos recentes mostraram que a IL-21 participa do
desenvolvimento de DM1A nestes modelos animais. Em 2008, Spolski e
colaboradores verificaram que camundongos NOD knockout para IL-21R
ndo apresentavam o infiltrado linfocitico pancreatico tipico do DM1A *°.
Ja em 2009 Sutherland e colaboradores mostraram resultados semelhantes:
camundongos NOD knockout para IL-21R eram resistentes a insulite, ndo
produziam autoanticorpos e ndo evoluiam para a doencga®'. Entretanto, ainda

nao existem na literatura trabalhos demonstrando a expresséo e o papel da

IL-21 e do IL21-R no DM1A em humanos.
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1.4.2 Interleucina 2 e seu receptor

A interleucina 2 é produzida principalmente por linfocitos TCD4+
ativados e exerce suas atividades biologicas ao se ligar ao seu receptor de
alta afinidade, o IL-2R. O IL-2R ¢é formado por 3 subunidades: a cadeia a
(IL-2Ra ou CD25); a cadeia B (IL-2RB ou CD122) e a cadeia y, comum a
todos os receptores de interleucinas de cadeia gama comum (figura 2) °2.

A IL-2 exerce efeitos sobre uma grande variedade de tipos celulares,
mas suas fungdes mais importantes dizem respeito aos linfécitos T: ela
promove a proliferacdo e expansdo de linfécitos TCD4" e TCD8" antigeno-
especificos. Nas células TCD4", a IL-2 estimula a diferencia¢éo nas vias Th1
e Th2, induz a apoptose de linfocitos T ativados e ajuda no desenvolvimento
das células Treg53. Além disso, a IL-2 também aumenta a atividade citotoxica
de linfécitos TCD8™ e ativa a proliferacédo de células T CD8" de memodria.

Acredita-se que o principal papel da IL-2 seja promover
downregulation de respostas imunes, com o intuito de prevenir a
autoimunidade. Estes efeitos supressores podem ser obtidos de duas
maneiras: ativagdo de vias pro-apoptoticas, através do aumento da
expressdo do ligante FAS (FasL) em células T ativadas® e aumento do
desenvolvimento das células Treg®.

Ja foi demonstrado em modelos animais murinos que as células
TCD4*'CD25"" (Treg) podem prevenir o desenvolvimento de DM1A %
Varios estudos em humanos comparando pacientes com DM1A e controles

high

sadios demonstraram diminuigdo das células TCD4+CD25+™" nos pacientes
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diabéticos®®™°. Glisic-Milosavljevic e colaboradores em 2007 observaram que
pacientes com DM1A de inicio recente (até seis meses de diagndstico)
apresentavam niveis mais elevados de apoptose das células TCD4+CD25+"9"
quando comparados a controles normais e diabéticos com mais de 6 meses de
diagndstico, o que sugere que niveis diminuidos de células TCD4+CD25+""
seja um fator marcante no desenvolvimento do DM1A .™ Long e colaboradores
verificaram diminuicdo da expressdao do IL-2R em linfécitos T CD4+ de
pacientes com DM1A, e demonstraram que esta alteracdo na sinalizagao da

IL-2 contribuiu para reducéo da expressao de FoxP3, o que poderia prejudicar

o correto estabelecimento da tolerancia periférica®.

1.4.3 Interleucina 4 e seu receptor

A interleucina 4 (IL-4) é produzida principalmente por linfécitos TCD4+
ativados, mas também por células NK, mastocitos, eosindfilos e basdfilos,
sendo essencial para estimular a produgao de imunoglobulinas IgE e IgG1
pelas células B 2. Tem acdo pleiotrépica, pois, além de ser a principal
citoquina de ativagcdo da via Th2, também tem papel importante na
sobrevivéncia e diferenciacdo de linfocitos T 3. Em sistemas experimentais,
a IL-4 também é capaz de estimular a proliferagdo de fibroblastos, colageno
e proteoglicanos %%, A IL-4 estd presente em grande quantidade em
tecidos de pacientes com doencgas inflamatérias crbnicas, e exerce suas
agdes bioldgicas através de sua ligagdo com dois tipos de receptores.

O receptor tipo | € composto de duas subunidades, IL-4Ra (CD124) e a
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cadeia gama comum, e sua expressao € restrita a células derivadas da
medula 6ssea. O receptor tipo Il é formado pela cadeia IL-4Ra combinada
com a cadeia a1 da IL-13. Os receptores tipo Il sdo mais amplamente
distribuidos, porém nao sao encontrados nos linfocitos T, e também
transmitem os sinais da IL-13. Na maioria dos tipos celulares, a estimulagao
do IL-4R via IL-4 leva a ativacdo de STAT 6 % e delegao especifica de IL-4,
IL-4Ra ou STAT 6 compromete severamente a diferenciacéo da via Th2.
Estudo publicado em 2002 ® descreve possivel associacdo entre
diabetes mellitus tipo 1A e polimorfismos no gene do IL-4R. Neste trabalho
foram genotipados oito SNPs no gene do IL-4R e observada evidéncia de
ligacdo deste gene com DM1A. Entretanto, varios estudos posteriores
descartaram associagdo ou interagdo entre os genes da IL-4 e do IL-4R e

diabetes mellitus tipo 1 %%%°.

1.4.4 Interleucina 7 e seu receptor

A interleucina 7 (IL-7) € uma citoquina produzida principalmente pelas

células estromais de drgdos linféides (timo e medula 6ssea)”

, sendo
fundamental para a homeostase dos linfocitos T desde o seu
desenvolvimento até sua manutengdo ao atuar como regulador central
destas células T. A IL-7 é essencial para a homeostase de linfocitos TCD4",
enquanto que para a homeostase de células T CD8", é necessaria sua

interacdo com a IL-15 "2, A IL-7 é capaz de afetar a sobrevivéncia de

células T periféricas CD4+ e CD8+ por promover aumento da expressao de
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proteinas pro-sobrevivéncia, como a proteina inibidora de apoptose bcl-2,
além de redistribuir proteinas pré-apoptéticas, como Bax e Bad”. Estudos
com camundongos mostraram que, em animais deficientes de IL-7 ou IL-7R,
o desenvolvimento das células T no timo era prejudicado’*"°. A IL-7 também
€ um importante fator de sobrevivéncia para as células T na periferia: ela
aumenta a sobrevida e a proliferacdo de células T naive que expressem
altos niveis de IL-7Ra "°.

Para que esta citoquina exerca suas fungdes bioldgicas, ela deve se
ligar ao seu receptor de alta afinidade, o IL-7R. A interacao IL-7/IL-7R ativa a
via Jak/STAT, levando & ativacdo de STAT5’". O receptor da IL-7 é formado
por uma cadeia alfa (CD127), além da cadeia gama comum. A expressao do
IL-7Ra é regulada de maneira dindmica por varios fatores, incluindo varias
citoquinas 3. As citoquinas pré-sobrevivéncia (IL-2, IL-4, IL-6, IL-7 e IL-15)
podem suprimir a expressao do IL-7Ra, enquanto que IFNa-B, TNF-a e
glicocorticdides podem aumentar a expressdo deste receptor "°.
Estudos recentes mostraram que o IL-7R, ao ativar proteinas STATS,
também contribui para o desenvolvimento e fungdo das células Treg e

homeostase periférica de células T'®.

1.4.5 Demais interleucinas de cadeia gama comum

Duas outras citocinas completam a familia de interleucinas de cadeia

gama comum: interleucina 9 (IL-9) e interleucina 15 (IL-15).
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A IL-9 é produzida por linfécitos TCD4+ ativados, principalmente por
células da via Th2, mas também por componentes da via Th177°. A IL-9 atua
como fator proliferativo para linfocitos T, e exerce suas atividades através da
ligacdo com seu receptor especifico. O receptor da IL-9 (IL-9R) é composto
por duas subunidades: a cadeia alfa especifica e a cadeia gama comum.
A ligagao da IL-9 com seu receptor leva ao recrutamento de Jak1 e Jak3,
com subseqliente ativacdo de STAT1, STAT3 e STAT5.%®! Estudo recente
demonstrou que a IL-9 é capaz de induzir a diferenciacdo de células Th17,
além de aumentar a funcéo das células Treg FoxP3+ naturais’®.

A interleucina 15 tem muitos efeitos biolégicos semelhantes a IL-2,
principalmente porque ambas sinalizam através de receptores com duas
subunidades idénticas. Suas acbes principais estdo relacionadas ao
desenvolvimento, crescimento e fungao das células NK e linfécitos T CD8+,
ndo atuando em células T CD4+.%2 O receptor da IL-15 é um complexo
formado por trés subunidades: a cadeia IL-2R[, a cadeia gama comum e a
subunidade alfa especifica. A ligacao da IL-15 ao seu receptor ativa Jak1 e
Jak3, com posterior ativagdo de STAT3 e STATS. Por ativar STATS, cogita-se
que a IL-15 e sua interagdo com IL-15R também contribua para o

desenvolvimento e manutencdo das células Treg?’.



Introdugéo | 22

1.5 Justificativa para o estudo dos receptores das interleucinas

de cadeia gama comum em pacientes com DM1A

A etiologia do DM1A é complexa, com multiplos fatores agindo em
conjunto para a génese e progressao da doenga. Atualmente sabe-se que o
DM1A é causado diretamente pela infiltragao pancreatica de linfocitos T CD4
e CD8 autoreativos e linfocitos B, levando a destruicdo das células f
pancreaticas e consequente deficiéncia de insulina. Entretanto, ainda nao se
conhecem 0s mecanismos moleculares e as citoquinas que controlam o
surgimento deste processo inflamatério. As interleucinas de cadeia gama
comum participam da homeostase de linfécitos T CD4+, CD8+, linfocitos B,
células NK e varios outros componentes do sistema imune, atuando tanto na
imunidade inata quanto na adaptativa. Apesar de exercerem inumeras
fungdes essenciais ao controle imunolégico, o papel destas interleucinas e
seus receptores no diabetes mellitus tipo 1 em humanos ainda nao foi
elucidado. Portanto, o estudo destes receptores de interleucinas de cadeia
gama comum pode contribuir para melhor entendimento dos mecanismos

autoimunes associados a patogenia do DM1A.



2 Objetivos
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Avaliar o papel dos receptores das interleucinas de cadeia gama

comum na patogénese do DM1A através de:

e Determinacdo da expressao da proteina de superficie e do RNA
mensageiro dos receptores das interleucinas de cadeia gama
comum (IL-21R, IL-2Ra e B, IL-4R e IL-7R) em pacientes com DM1A
de inicio recente em comparacao com individuos controles normais;

e Correlagao dos valores de expressao dos receptores das interleucinas
de cadeia gama comum com expressao de autoimunidade

(titulos de autoanticorpos pancreaticos).



3 Meéetodos
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3.1 Consideracgoes éticas

Este estudo foi conduzido de acordo com principios éticos, seguindo
as orientagdes contidas na declaracdo de Helsinki. Consentimento por
escrito foi obtido de todos os pacientes, pais ou tutores antes que os
procedimentos de pesquisa fossem iniciados. O protocolo de estudo foi

submetido ao comité de ética da instituicdo (CAPPesq) e aprovado.

3.2 Casuistica

3.2.1 Pacientes

Nosso grupo de estudo foi composto por 35 pacientes portadores de
diabetes mellitus tipo 1 de inicio recente (maximo 6 meses de diagnostico).

Foram utilizados os seguintes critérios de selegéo:

Critérios de Inclusao:

e Diagnostico laboratorial de diabetes: 2 glicemias de jejum acima de
126 mg/dl e/ou 1 glicemia aleatdria acima de 200 mg/dl com sintomas

clinicos de diabetes (polifagia, perda de peso, poliuria, polidipsia);
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e Evidéncia laboratorial de diabetes autoimune: presenca de 1 ou
mais autoanticorpos pancreaticos positivos e/ou alelos HLA de

risco para DM1A;

¢ Necessidade precoce e mantida de insulinoterapia;

e |dade entre 1 e 18 anos.

Critérios de exclusao:

e Diabetes de causa ndo autoimune;

¢ Presenca de patologias cardiacas, hepaticas, renais ou pulmonares

cronicas ou agudas;

e Uso de medicagdes (exceto insulina).

Dentre os pacientes inicialmente selecionados para o estudo (n=37)
dois foram excluidos, por apresentarem diabetes de causa ndo autoimune e

doenca hepatica cronica, respectivamente.

3.2.2 Controles

O grupo controle foi composto por 25 individuos saudaveis, de faixa
etaria semelhante a dos pacientes portadores de diabetes mellitus tipo 1A,
sem historia familiar de diabetes mellitus tipo 1A e antecedente de

qualquer doenga autoimune. Foram excluidos individuos que apresentaram



Métodos | 28

autoanticorpos pancreaticos positivos (1 individuo) ou que estivessem em
uso de quaisquer medicamentos hormonais (1 individuo em uso cronico de

corticoides).

3.3 Avaliagcao hormonal e bioquimica:

Foram dosados glicemia, hemoglobina glicada e peptideo C em jejum

através de kits comerciais.

3.4 Genotipagem dos alelos HLA -DR e -DQ

O DNA genbmico obtido de sangue total colhido com EDTA foi
separado pelo método de “Salting-out’. A amplificagcado dos alelos HLA-DRB1
e DQB1 foi realizada pela técnica de PCR alelo especifica (PCR SSP -
Sequence Specific Primers) utilizando o conjunto diagndéstico de tipagem
para DRB1 genérico e DQB1 subtipagem (Micro SSP™ Allele Generic and
Specific HLA classe Il DNA Typing Tray-One-Lambda INC). O conjunto para
analise dos alelos DRB1 constitiu-se de 23 diferentes oligonucleotideos
iniciadores de sequéncias especificas e do gene da [B-globina humano
utilizado como controle negativo. O conjunto para analise dos alelos DQB1
constituiu-se de 31 diferentes oligonucleotideos iniciadores de sequéncias

especificas e do gene da B-globina humano. Acrescentou-se aos tubos
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contendo os iniciadores uma mistura de oligonucleotideos, aliquotas de DNA
(100 ng) e a enzima Taq-DNA-polimerase - 5 unidades/L (2,5 uL para DRB1
e 3,5 uL para DQB1). A seguir foram submetidos a amplificagdo com ciclos
pré-definidos pelo fabricante em termociclador MJ. As amostras de DNA
amplificado foram transferidas e submetidas a eletroforese em gel de
agarose (2,5%), corado com brometo de etidio. As bandas foram
visualizadas apds exposig¢ao a luz ultravioleta por sistema de fotografia e as
fotos, arquivadas em computador e analisadas através de programa

especifico fornecido pelo fabricante (One Lambda DNA/LMT versao 3.8).

3.5 Determinacao dos autoanticorpos pancreaticos:

Anticorpos anti-descarboxilase do acido glutamico 65 (anti-GADG65)

e Anti-proteina homdéloga a tirosina-fosfatase (anti-lIA2)

As dosagens dos anticorpos anti-GADG65 e anti-IA2 foram realizadas por
radioimunoensaio (reagentes da RSR, UK), onde o antigeno recombinante
(GAD 65 ou IA2) marcado com I”®° foi incubado & temperatura ambiente (para
anti-GAD65) e & 4°C (para anti-IA2) por 16 a 24 horas respectivamente com o
soro a ser analisado. Os complexos antigeno-anticorpo formados foram
tratados com suspensao de proteina A. O imunocomplexo marcado agregado
foi separado por centrifugacdo e a quantificacdo de 1'®, presente no precipitado
contendo o imunocomplexo, efetuada em contador gama automatico (Cobra |l,

Perkin-Elmer). A quantificagdo dos anticorpos foi realizada por extrapolacao a
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partir de curva padrao realizada no mesmo ensaio. Foram efetuadas curvas
padrao com concentragdes de anti-GAD65 variando entre 0,1 U/mL a 300 U/mL
e com anti-IA2 variando entre 0,1 a 50 U/mL. 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 variagao intra e inter ensaios, 3 e 5,5%, respectivamente.
Foram consideradas negativas as amostras com anti- GAD65 de 0 a 0,8 U/mL
(média £ 3DP), e valores > 0,8 U/mL, considerados positivos. A nossa
populagao controle apresentou valores médios de anti-IA2 de 0,07 £ 0,13 U/mL.
Foram consideradas negativas as amostras com anti-IA2 variando entre
0 a 0,5U/mL (média £ 3DP), e valores > 0,5 U/mL, considerados positivos.

As variagdes intra e inter ensaio foram 4,3% e 3,4%, respectivamente.

3.6 Citometria de fluxo

A citometria de fluxo € uma técnica que permite uma analise rapida,
objetiva e quantitativa de células em suspensio. As células da amostra em
suspensao sao marcadas com anticorpos monoclonais especificos ligados a
fluorocromos, que permitem a identificacdo e a quantificagao de células pelo
tamanho, granulosidade e intensidade de fluorescéncia. Apdés a marcagao
especifica, as células sao introduzidas numa caémara de fluxo vibratoria.
O fluxo de células que atravessa a camara é envolvido por uma solugao
tampao, sendo que 500 a 10000 células ou particulas passam em fila

simples por segundo pelo sensor eletrdnico. O fluxo & iluminado por laser de
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argbnio (azul), que tem comprimento de onda de 488 nm. Cada célula é
avaliada com relagdo ao tamanho (dispersor de luz anterior), granulosidade
(dispersor de 90°) e intensidade de fluorescéncia para detecgdo de
antigenos de superficie diferentes (imunofenotipagem). A avaliagdo do
tamanho relativo da célula (“Forward scatter — FSC”) e da granulosidade ou
complexidade interna da célula (“Side Scatter — SSC”) permite a
classificagdo dos leucocitos em linfocitos, mondcitos e granulécitos.
A avaliagdo da intensidade média de fluorescéncia (MFI) ocorre para
deteccdo de antigenos de superficie diferentes marcados com anticorpos
monoclonais especificos para cada célula individualmente. Portanto, a
citometria de fluxo pode fornecer dois tipos de informacdes:
1) avalia dentro da populacédo celular estudada a quantidade total de
células que expressam determinada molécula de superficie.
Este resultado € dado em porcentagem em relagdo ao total da
populacgao celular estudada;
2) avalia para cada célula a quantidade de moléculas de superficie
expressas. Este resultado € a intensidade média de fluorescéncia

(MFI), expresso em logaritmo de base 10.

A citometria de fluxo foi realizada em sangue total, coletado em
K3sEDTA, sendo as amostras processadas imediatamente apdés a chegada
ao laboratorio.

Foi feita marcagdo direta com anticorpos (painéis com quatro

marcagodes), utilizando os anticorpos: CD3-FITC, CD4-ECD, CD8-PCS5,
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CD19-PE, CD56-PE/CY5 (Beckman Coulter, Fullerton, CA), CD25-PE,
CD122-PE, CD124-PE, CD127-PE e IL-21R-PE (R&D Systems, Minneapolis,
MN). Foram também utilizados controles isotipicos IgG1-FITC, IgG1-PE,
IgG1-PC5. (Immunotech -France).

Procedeu-se da seguinte maneira: 70 ul de sangue total foram
incubados com anticorpos monoclonais em doses que variaram de 2 a 5
por tubo. Apdés 20 minutos de incubagdo em ambiente protegido da luz,
as amostras foram Ilisadas em equipamento MULTI Q-PREP
(Beckman-Coulter - USA), utilizando kit de lise de hemacias IMMUNOPREP
(Beckman-Coulter - USA).

As amostras foram analisadas no citdbmetro de fluxo COULTER
EPICS-XL MCL (Beckman-Coulter), equipado com laser de argbnio, de
488 nm, com capacidade para analise de quatro fluorescéncias diferentes,
em programa SYSTEM Il. O alinhamento do laser do equipamento foi
verificado com a utilizagdo de pérolas de poliestireno, marcadas com
fluorocromos, FLOW-CHECK (Beckman-Coulter). Foram adquiridas
10.000 células dentro do gate de linfocitos, no grafico de FSC X SSC.
As fluorescéncias foram analisadas em graficos de quadrante (ou dot
plot): FL4 X FL2; FL4 X FL3; FL1 X FL2; FL1 X FL3. Posteriormente, os
resultados foram salvos em modo listmode do programa Summit v 4.0, e
as amostras reanalisadas utilizando gate em células TCD3+. Os valores
em percentual obtidos no citbmetro foram transformados em valores
absolutos com base no numero total de linfécitos obtidos em contador

hematoldgico CELL-DYN 1400 (Abbott).
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3.7 Reacgao de cadeia de polimerase (PCR) em tempo real

3.7.1 Extracao de RNA total e obtencdo de c-DNA

A extracdo do RNA total foi realizada pelo método do tiocianato de
guanidina-fenol-cloroférmio (Trizol®). Ap6s adicionar Trizol® ao “pellet’ de
leucdcitos, foram acrescentados 200 pL de cloroférmio para cada 1 mL de
TRIZOL®, sendo a solucéo vigorosamente agitada e deixada em repouso em
temperatura ambiente por 10 minutos. Apds este periodo, as amostras foram
centrifugadas a 12.000 g por 15 minutos a 4°C. Apds esta centrifugagao
observou-se a formacao de 3 fases da solugdo: um sobrenadante translucido
contendo o RNA total, uma fase intermediaria leitosa (DNA) e uma fase
inferior rosada (proteinas). O sobrenadante foi transferido para novos tubos,
sendo acrescentados 500 uL de isopropanol para precipitagdo do RNA total.
As amostras foram deixadas 10 minutos em temperatura ambiente e depois
centrifugadas a 12.000 g por 10 minutos a 4°C. Apds esta centrifugacéo, o
sobrenadante foi desprezado e o “pellet” de RNA, lavado uma vez com
etanol 75% a -20°C, seguido por centrifugagdo a 7.500 g por 5 minutos.

Apo6s remocgao do etanol por inversdo, deixamos o tubo contendo o
‘pellet” de RNA em posicédo invertida e a temperatura ambiente por 30
minutos para secar. A seguir, o “pellet” de RNA foi suspenso novamente
em 50 uL de agua livre de RNAse e incubado a 65°C por 20 minutos.
Duas aliquotas de 5 uL foram obtidas, sendo que uma foi utilizada

para quantificagdo e avaliacdo da pureza do RNA total extraido em
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espectrofotdbmetro e a outra foi submetida a eletroforese em gel de agarose
a 1% com posterior visualizagdo em transiluminador ultravioleta e
fotografada com sistema digital de captura de imagem ou filme Polaroid®
para avaliacdo da integridade do RNA extraido. O RNA extraido foi entao
submetido a transcricado reversa (RT — “reverse transcription step”) no qual o
DNA complementar (cDNA) é produzido através do uso de iniciadores
randémicos provenientes do kit Superscript Il (Invitrogen). Quantidade

semelhante de RNA (16 pg) foi utilizada para RT de todas as amostras.

3.7.2 Estudo da expressao do IL-21R, IL2Ra e IL-2RB por PCR em

tempo real

Apos extracdo do RNA total e sintese de cDNA total, 25 pacientes
tiveram seu cDNA submetido a reagdes de PCR em tempo real pelo método
Tagman®, para a avaliagdo do nivel de expressdo do RNA dos genes
IL21-R, IL2Ra e IL-2RB. Foram utilizados, respectivamente, os seguintes
ensaios Tagman® inventoriados da Apllied Biosystems (Foster City, Ca, USA):
Hs00222310_m1, Hs00907777_m1 e Hs01081697 m1l. As reagdes de
RT-PCR em tempo real foram realizadas pelo método Tagman®,
utilizando-se ABI 7000 Sequence Detection Systems. O kit Tagman®R Gene
Expression Assay é composto por um par de iniciadores e a sonda FAMTM.
Os iniciadores foram localizados em exons dos genes estudados com o
objetivo de serem especificos para a amplificagcdo do cDNA e ndo sofrerem

interferéncia da presenga de DNA genbémico. Como controle enddgeno,
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foi utilizado o gene da B actina. As sondas dos genes em estudo foram
marcadas com uma fluorescéncia - FAM, enquanto a da [-actina
(gene enddgeno) foi marcada com VIC. Estas sondas marcadas geram
comprimentos de ondas bem distintos, que emitem sinais captados pela
camera CCD do aparelho

Na quantificagcao relativa do IL-21R, IL2Ra e IL-2R utilizou-se como
calibrador um pool de cDNA obtido de 10 criangas participantes do grupo
controle inicial. No calculo da quantificacdo, de forma a permitir uma
comparagao expressa em numero de vezes em relagdo a expressao em

2°88CT  conforme

leucocitos de criangas-controle, utilizou-se o meétodo
descrito por Livak®®. ACT ¢ a diferenca de express&o entre o gene alvo e o
endégeno de uma determinada amostra e o AACT corresponde a diferenga
entre o ACT da amostra de cada paciente e o ACT do calibrador, ou seja, do
pool de criangas-controle.

As reacbes foram preparadas em triplicata, em um volume final de
25 ul, contando 12,5 ul de Tagman® Universal mastermix 2X, 1,25 ul de cada
ensaio (iniciadores e sonda) 20X, 3 ul de cDNA (obtidos a partir de 200 ng
de RNA total) e H,0 MiliQ a completar. Como controle de qualidade das
reagoes, o coeficiente de variagdo maximo permitido nas triplicatas foi de 2%.
As condi¢cbes de termociclagem compreendem uma incubagao a 50°C por

2 minutos, seguida pela ativagdo da Taq polimerase Gold a 95°C por

15 segundos, intercalados com hibridagéo e extensao a 60°C por minuto.
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3.8 Analise estatistica

Os resultados sao apresentados como média + 1 desvio-padrao ou
como mediana e percentis 5 e 95. O tipo de distribuicdo das variaveis
continuas foi analisado pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. A diferencga entre
0S grupos para variaveis numeéricas com distribuicdo normal foi analisada por
teste T de Student, enquanto variaveis com distribuicdo ndo paramétrica
foram analisadas pelo teste de Mann-Whitney. A analise de correlagao entre
amostras foi realizada através do teste de correlacdo de Pearson e, para a
avaliacdo de trés grupos simultaneos, utilizou-se o teste de ANOVA.
Foi considerada significAncia estatistica quando p <0,05. A analise
estatistica foi realizada utilizando-se o programa GraphPad prism 4.0 (Graph

Pad software, USA)

3.9 Estratégias do estudo

Trinta e cinco pacientes portadores de diabetes mellitus tipo 1A de
inicio recente (até seis meses de diagndstico) foram inicialmente
selecionados. O DNA genbmico foi obtido de todos os pacientes para o
estudo dos alelos HLA -DR e -DQ. Também foram dosados os
autoanticorpos pancreaticos (AC anti-GADG5 e AC anti-lIA2) e os niveis de
glicose e peptideo C das 35 criangas e adolescentes. Todos foram

submetidos a estudo de citometria de fluxo para quantificagdo dos seguintes
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receptores de superficie: IL-21R, IL-2Ra, IL-2R[B, IL-4R E IL-7R. Os 25
pacientes do grupo controle foram submetidos aos mesmos procedimentos
acima descritos. Na figura 3 temos o fluxograma descritivo da estratégia
inicial do estudo. Posteriormente, extraimos RNA total para a sintese de
c-DNA de 23 dos 35 pacientes portadores de DM1, com o intuito de realizar
PCR em tempo real, método utilizado para avaliar a expressdao do RNA
mensageiro dos genes: IL-21R, IL-2Ra e IL-2Rf3. Para o PCR em tempo real
foi extraido o RNA total de 10 controles, sendo este pool de c-DNA utilizado
como calibrador. Na figura 4 temos o fluxograma descritivo da estratégia

final do estudo.
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35 pacientes DMI1
e 25 controles

~
Extracdo de DNA Dosagem de Dosagem de
para determinacao autoanticorpos glicemia, HbA1Ce
dos alelos HLA pancreaticos peptideo C
Wy,

Citometria de fluxo

Figura 3: Fluxograma da estratégia inicial do estudo

23 pacientes e 10 controles

N

Extracdo de RNA de
leucécitos periféricos

b

Transformacao em c-DNA

b

PCR em tempo real

“

Figura 4: Fluxograma da estratégia final do estudo
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4.1 Caracterizacao dos pacientes e controles:

Foram estudados 35 pacientes portadores de diabetes mellitus tipo
1A, sendo 19 do sexo masculino e 16 do sexo feminino, com diagndstico ha
no maximo 6 meses do momento da coleta (média: 3 meses). A idade dos
pacientes variou entre 1 e 16 anos (média: 8,44 + 4,48 anos), e todos
estavam em uso de insulina no momento da coleta. Houve predominio da
raca branca, da qual faziam parte 20 dos 35 pacientes.

Todos os pacientes relataram hiperglicemia ao diagnéstico, com ou
sem cetonuria. Em nossa coleta foram dosadas glicemia e hemoglobina
glicada de todos os pacientes, e apenas 3 deles apresentavam hemoglobina
glicada abaixo de 6,5%. Trinta e um dos 35 pacientes apresentavam pelo
menos um dos autoanticorpos pancreaticos positivos. Os quatro pacientes
com autoanticorpos negativos tinham caracteristicas clinicas compativeis
com DM1A, além de alelos de HLA de risco para DM1A (-DR3 e/ou —DR4).
Nos anexos 1 e 2 temos respectivamente as tabelas com os dados clinicos e
laboratoriais dos pacientes selecionados para o estudo.

O grupo controle foi composto por 25 criangas e adolescentes de
faixa etaria semelhante a dos pacientes (média: 8,1 anos), todos sem
antecedentes de doenga autoimune e sem histéria familiar de DM1. Todos os
individuos do grupo controle apresentaram glicemia normal (64 a 95 mg/dL) e

autoanticorpos pancreaticos negativos (Anexo 3).
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4.2 Expressao dos receptores de interleucinas de cadeia

gama comum determinada por citometria de fluxo

Determinamos a porcentagem de linfécitos T periféricos que
expressavam os receptores de interleucinas de cadeia gama comum:
IL-21R, IL-2Ra, IL-2RB, IL-4R e IL-7R. Em todas estas determinag¢des nao
houve diferenga no numero de linfécitos totais ou no percentual de linfocitos
T CD3+, CD4+ e CD8+ ao se comparar o grupo dos pacientes diabéticos

com o grupo controle (Anexo 4).

4.2.1 Expressao do receptor da Interleucina 21

Verificamos, em pacientes portadores de DM1A, diminuigdo
estatisticamente significativa da expressao de IL-21R tanto em linfécitos T
CD3" (Figura 5) quanto em linfécitos TCD4" (Figura 6). Na tabela 1 temos os
valores percentuais da expressdo do IL-21R em cada grupo celular.
No anexo 5 podemos verificar os resultados completos da citometria de fluxo

em relagao ao receptor da IL-21.
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Tabela 1: Expressao do receptor da Interleucina-21 (IL-21R) em linfécitos T periféricos de

pacientes portadores de DM1A e individuos controle obtida por citometria de fluxo

Expressao de Expressao de Expressao de

Analise IL-21R em IL-21R em IL-21R em
linfocitos T linfocitos T linféocitos T
CD3+ (%) CD4+ (%) CD8+ (%)
mediana 27,40 9,67 16,50
Pagm‘;es percentil 5 12,60 448 518
percentil 95 56,30 31,16 30,95
mediana 35,00 17,00 15,70
"l"(')':\’;f;‘;s percentil 5 13,60 5,20 5,20
percentil 95 56,30 31,16 30,95
Teste de
Mann-Whitney (p=) 0,010 0,001 0,997
100+
2 p=0,01 .
] 80-
+
a
O 60+
|—
£
o 40~
14
N
=|' 20-
0

DM1 controles

Figura 5: Express&o do receptor da interleucina 21 (IL-21R) em linfocitos T CD3" periféricos

em pacientes DM1A e controles (em porcentagem)
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Figura 6: Express&o do receptor da Interleucina-21 (IL-21R) em linfécitos TCD4" periféricos

em pacientes DM1A e controles (em porcentagem).

Avaliamos também a intensidade média de fluorescéncia (MFI) do
receptor da interleucina 21 em linfocitos totais, ou seja, para cada célula
estudada, a quantidade de moléculas de superficie expressas. Verificamos
diminuicao estatisticamente significativa na MFI do IL-21R em pacientes
portadores de DM1A quando comparados a controles sadios (Tabela 2).
No anexo 6 temos os dados completos do MFI do receptor da IL-21 em

pacientes e controles.

Tabela 2: Intensidade média de Fluorescéncia (MFI) para o receptor da Interleucina-21 em

linfécitos T periféricos para pacientes DM1A e controles

Pacientes DM1A Individuos controle
Mediana 1,42 12,02
Percentil 5 1,38 3,54
Percentil 95 1,55 52,35

Teste de Mann-Whitney (p=) 0,0124
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4.2.2 Expressao da cadeia alfa do receptor da Interleucina 2 (CD25)

A expressao da cadeia alfa do receptor da IL-2 (IL-2Ra) foi menor no
grupo de pacientes portadores de DM1A em linfécitos T CD3+ e CD4+
(Figuras 7 e 8, respectivamente). Nao houve diferenga na expressdo do
IL-2Ra em linfécitos T CD8+ (Tabela 3). No anexo 7 temos as tabelas
completas com todos os dados da citometria de fluxo de pacientes e

controles em relagao ao IL-2Ra.

Tabela 3: Expressao da cadeia alfa (IL-2Ra) do receptor da Interleucina 2 em linfécitos T

periféricos de pacientes portadores de DM1A e individuos controle obtida por citometria de

fluxo
Expressao de Expressao de Expressao de
- IL2Ra em IL2Ra em IL2Ra em
Analise PP . er s . er s
linfocitos linfocitos linfocitos
TCD3+ (%) TCDA4+ (%) TCD8+ (%)
Mediana 17,70 7,70 8,56
Pacientes Percentil 5 9,43 2,33 2,55
DM1A Percentil 95 46,54 2526 28,02
Mediana 26,20 15,10 9,37
Individuos Percentil 5 14,94 6,55 3,08
controle
Percentil 95 51,76 30,78 20,58
Teste de

Mann-Whitney (p=) 0,0091 0,0002 0,6199
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Figura 7: Expresséo da cadeia alfa do receptor da Interleucina 2 (IL-2Ra) em linfocitos T

CD3" em pacientes DM1A e controles (em porcentagem)
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Figura 8: Expressdo da cadeia alfa do receptor da Interleucina 2 (IL-2Ra) em linfécitos T

CD4+ em pacientes DM1A e controles (em porcentagem).

Foi também analisada a intensidade média de fluorescéncia (MFI)
para IL-2Ra, e observamos diminuigao significativa da MFI dos pacientes
DM1A em relagdo aos controles (Tabela 4). No anexo 8 temos os dados

completos da MFI em relacao ao IL-2Ra.
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Tabela 4: Intensidade média de fluorescéncia da cadeia alfa do receptor da Interleucina 2

em pacientes DM1A e controles, em linfécitos T periféricos.

DM1A Controles
Mediana 1,41 438
Percentil 5 1,38 2,15
Percentil 95 1,55 9,95
Teste de Mann-Whitney (p=) 0,0099

Ainda em relagdo ao IL-2Ra (CD25), utilizamos o programa
Summit v 4.0 (DakoCytomation, USA), que permite separar as células
TCD4*CD25"high (Treg) do universo das células TCD4+CD25+, sendo este
resultado fornecido em porcentagem em relacdo ao numero total de
linfocitos TCD4'CD25". O numero de células Treg em 15 de nossos
pacientes com DM1A de inicio recente foi comparado com o de 19 controles.
Verificamos reducgao significativa no numero de células Treg nos pacientes

com DM1A em relagao aos controles (Tabela 5 e Anexo 9).

Tabela 5: Porcentagem de células T regulatérias (CD4+CD25+’“9“) em pacientes portadores

de DM1A e individuos controle

Pacientes DM1A Individuos controle
Mediana 0,86% 1,14%
Percentil 5 0,65% 0,93%
Percentil 95 0,92% 1,37%

Teste de Mann-Whitney (p=) <0,0001




Resultados | 47

4.2.3 Expressao da cadeia beta do receptor da Interleucina 2 (CD122)

A expressdao do IL-2RB em linfécitos TCD3+ e CD4+ foi
significativamente menor em pacientes portadores de DM1A em comparagao
a controles normais (Tabela 6 e Anexo 10). Entretanto, ndo foi observada
alteracao estatisticamente significativa na MFI do IL-2RB ao compararmos

casos e controles (Tabela 7 e Anexo 11).

Tabela 6: Expressdo da cadeia beta (IL2RB) do receptor da Interleucina-2 em linfécitos T

periféricos de pacientes portadores de DM1A e individuos controle obtida por citometria de fluxo

Expressdao de Expressao de Expressao de

- IL2RB em IL2RB em IL2RB em
Analise . e . oo . e,
linfocitos linfocitos linfocitos
TCD3+ (%) TCD4+ (%) TCD8+ (%)
Pacient Mediana 15,40 2,80 10,60
acientes ,
DM1A Percentil 5 7,03 0,67 3,60
Percentil 95 47,28 19,44 30,68
o Mediana 22,10 10,40 11,30
Individuos Percentil 5 10,96 1,62 5,91
controle
Percentil 95 58,58 28,26 21,36
Teste de
Mann-Whitney (p=) 0,0330 0,0009 0,6628

Tabela 7: Intensidade média de fluorescéncia da cadeia beta do receptor da Interleucina 2

em em linfécitos T periféricos de pacientes DM1A e controles

Pacientes DM1A Individuos controle
Mediana 3,91 577
Percentil 5 0,97 2,38
Percentil 95 16,63 42,61

Teste de Mann Whitney (p=) 0,06
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4.2.4 Expressao do receptor da Interleucina 4 (CD124)

A expressao do receptor da interleucina 4 (IL-4R) em linfocitos TCD4*
e sua intensidade média de fluorescéncia foram significativamente menores
em pacientes com DM1A que em controles normais (Tabelas 8 e 9, Figura 9

e Anexos 12 e 13).

Tabela 8: Expressao do receptor da Interleucina 4 (IL-4R) em linfocitos T periféricos de

pacientes portadores de DM1A e individuos controle obtida por citometria de fluxo

Expressao de Expressao de Expressao de

- IL4AR em ILAR em ILAR em
Analise . g2 . g . po s
linfocitos linfécitos linfocitos
TCD3+ (%) TCD4+ (%) TCD8+ (%)
Mediana 18,40 5,24 11,80
Pacientes .
DM1A Percentil 5 7,23 2,31 3,32
Percentil 95 48,18 33,70 30,39
Mediana 26,50 13,20 10,70
Individuos Percentil 5 11,86 3.29 5.47
controle
Percentil 95 57,68 31,34 22,12
Teste de
Mann-Whitney (p=) 0,060 0,032 0,319

Tabela 9: Intensidade média de fluorescéncia do receptor da Interleucina 4 em pacientes

DM1A e controles, em linfécitos T periféricos.

Pacientes DM1A Individuos Controles
Mediana 10,30 24,63
Percentil 5 2,93 22,66
Percentil 95 40,68 34,04

Teste de Mann-Whitney (p=) 0,02
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Figura 9: Expressdo do receptor da Interleucina 4 (IL-4R) em linfécitos T CD4+ em

pacientes DM1A e controles

4.2.5 Expressao do receptor da Interleucina 7 (CD127)

Pacientes com DM1A apresentaram menor expressao do receptor
da IL-7 em linfécitos T CD3+, quando comparados a controles normais
(Figura 10, Tabela 10 e Anexo 14). Além disso, a intensidade média de
fluorescéncia foi significativamente menor nos pacientes DM1A (Tabela 11 e

Anexo 15).
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Figura 10: Expressao do receptor da Interleucina 7 em linfécitos T CD3+ em pacientes

DM1A e controles
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Tabela 10: Expressdo do receptor da Interleucina 7 (IL-7R) em linfécitos T periféricos de

pacientes portadores de DM1A e individuos controle obtida por citometria de fluxo

Expressao de Expressao de Expressao de

Anilise IL-7TR em IL-7R em IL-7R em
linfocitos linfocitos linfocitos
TCD3 (%) TCD4+ (%) TCD8+ (%)
Mediana 75,60 42,80 28,00
Pacientes .
DM1A Percentil 5 61,12 31,10 18,72
Percentil 95 89,71 57,20 37,17
o Mediana 83,70 45,20 27,00
Individuos Percentil 5 55,60 34,06 20,26
controle
Percentil 95 89,24 59,76 38,00
Teste de
Mann-Whitney (p=) 0,030 0,130 0,618

Tabela 11: Intensidade média de fluorescéncia do receptor da Interleucina 7 em pacientes
DM1A e controles, em linfécitos T periféricos

Pacientes DM1A Individuos controle
Mediana 157,06 506,44
Percentil 5 24,46 58,40
Percentil 95 1794,50 1770,68
Teste de Mann-Whitney (p=) 0,03

4.2.6 Correlagoes entre expressao dos receptores de interleucinas de

cadeia gama comum e titulos de autoanticorpos pancreaticos

Nao houve correlagao entre os titulos de autoanticorpos pancreaticos
(anti-GADG5 e anti-IA2) com a expressao dos receptores de interleucinas de

cadeia gama comum em linfocitos T periféricos (Anexos 16 e 17).
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4.3 Reacao de cadeia de polimerase em tempo real (PCR

em tempo real)

Realizamos a PCR em tempo real para quantificar a expressdo do
RNA mensageiro (RNAm) dos genes dos receptores de interleucinas de
cadeia gama comum, e avaliar se esta correspondia a expressao das
proteinas de superficie obtida através de citometria de fluxo. Avaliamos o
RNAm dos receptores das trés interleucinas com expressdo reduzida de
proteina de superficie tanto em linfécitos T CD3" quanto em CD4" de 23
pacientes portadores de DM1A. A expresséo relativa (RQ) do RNAm dos
genes da IL-21R, IL-2Ra e IL-2Rf foi obtida pela comparagao da expressao
destes genes de cada paciente com a aquela obtida em um pool de cDNA
de criangas controle normais. Considerou-se este pool controle com
expressao relativa = 1, e utilizou-se intervalo de confianga de 0,5 a 1,5.
Para avaliarmos a correlagdo entre expressdao de proteina de
superficie e RNA mensageiro, dividimos os pacientes em trés grupos, de
acordo com os valores de expressdo dos receptores de interleucinas de
cadeia gama comum obtida na citometria de fluxo em linfocitos T CD3+:
e Pacientes com maior expressdao do receptor em estudo
(tercil superior);

e Pacientes com expressdo meédia do receptor em estudo
(tercil médio);

e Pacientes com menor expressdo do receptor em estudo

(tercil inferior).
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4.3.1 Expressao do RNAm do receptor da IL-21

Ao compararmos a expressao da proteina de superficie obtida por
citometria de fluxo com a expressao do RNA mensageiro avaliada por PCR
em tempo real, verificamos que nao houve diferenca significativa entre os
trés grupos de pacientes (tercis superior, médio e inferior). Na figura 11
temos os resultados completos do PCR em tempo real para IL21R. A figura
12 ilustra como a expressao relativa do RNA mensageiro do /IL21R néao
apresenta alteracbes significativas entre os trés grupos de pacientes.
No anexo 18 temos os dados completos da comparacao entre citometria de

fluxo e PCR em tempo real para IL-21R.

PCR em tempo real - IL-21R
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Figura 11: Expressdo do gene do receptor da Interleucina 21 (IL-21R) em leucdcitos
periféricos de pacientes portadores de DM1A, em relacdo ao pool controle (mediana

resultante do ensaio em ftriplicata)
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Figura 12: Expressédo relativa (RQ) do RNAm do gene do receptor da Interleucina 21
(IL-21R) em pacientes portadores de DM1A agrupados em tercis de acordo com valores de

proteina de superficie do IL-21R em linfocitos T CD3+ obtidos por citometria de fluxo

4.3.2 Expressao do RNAm da cadeia alfa do receptor da IL-2

Ao compararmos a expressdo da proteina de superficie do IL-2Ra
obtida por citometria de fluxo com a expressao do RNA mensageiro avaliada
por PCR em tempo real, verificamos que ndo houve diferenca significativa
entre os trés grupos de pacientes (tercis superior, médio e inferior). A figura
13 ilustra os resultados completos do PCR em tempo real para IL2Ra, € na
figura 14 vemos como a expressédo relativa do RNA mensageiro do /IL2Ra
nao diferiu nos trés grupos de pacientes. O anexo 19 apresenta os dados
completos da comparacédo entre citometria de fluxo e PCR em tempo real

para IL-2Ra.
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PCR em tempo real - IL2R alfa
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Figura 13: Expressdo do gene da cadeia alfa do receptor da interleucina 2 (IL-2Ra) em
leucécitos periféricos de pacientes portadores de DM1A em relagdo ao pool controle

(mediana resultante do ensaio em triplicata).
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Figura 14: Expressao relativa (RQ) do RNAm do gene da cadeia alfa do receptor da
interleucina 2 (IL-2Ra) em pacientes portadores de DM1A agrupados em tercis de acordo
com valores de proteina de superficie do IL-2Ra em linfécitos T CD3+ obtidos por citometria

de fluxo.
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4.3.3 Expressao do RNAm da cadeia beta do receptor da IL-2

Ao compararmos a expressao da proteina de superficie obtida por
citometria de fluxo com a expressdo do RNA mensageiro obtido por PCR em
tempo real, verificamos que nao houve diferenca significativa entre os 3
grupos de pacientes (tercis superior, médio e inferior) em relagdo ao IL2R}.
A figura 15 mostra os dados completos de PCR em tempo real para IL-2R(
enquanto a figura 16 ilustra como a expressao relativa do RNA mensageiro
do IL2RB n&o apresenta alteracdes significativas entre os trés grupos de
pacientes. No anexo 20 temos os resultados completos do PCR em tempo

real para IL2Rp.

PCR em tempo real — IL-2R3
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Figura15: Expressdo do gene da cadeia beta do receptor da interleucina 2 (IL-2RB) em
leucécitos periféricos de pacientes portadores de DM1A em relagdo ao pool controle

(mediana resultante do ensaio em ftriplicata)
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Figura 16: Expressao relativa (RQ) do RNAm do gene da cadeia beta do receptor da
interleucina 2 (IL-2RB) em pacientes portadores de DM1A agrupados em tercis de acordo
com valores de proteina de superficie do IL-2R em linfécitos T CD3+ obtidos por citometria

de fluxo
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O diabetes mellitus tipo 1A é uma doenga autoimune, poligénica e
multifatorial, onde fatores genéticos, imunoldgicos e ambientais contribuem
para a génese e progressao da doencga. Ja esta bem estabelecido que o
processo destrutivo das células beta pancreaticas € mediado pela infiltragao

de linfocitos TCD4+ e CD8+ auto-reativos®8°

, porém o0s mecanismos
moleculares e as vias de citoquinas que controlam este processo ainda nao
sao completamente entendidos. Portanto, realizamos nossa pesquisa para
determinar a expressao dos receptores de interleucinas de cadeia gama
comum em pacientes portadores de DM1A de inicio recente, e assim melhor
entender os mecanismos autoimunes associados a patogenia do DM1A.

Analisamos a expressao dos receptores de interleucinas de cadeia
gama comum em 35 pacientes portadores de DM1A de inicio recente
(maximo de seis meses de diagndstico), por ser este o grupo com maior
freqiéncia de autoanticorpos e, provavelmente, maior intensidade do
processo autoimune em andamento. Este grupo de pacientes foi pareado
para idade e sexo com o grupo de individuos controle, sem historia familiar
de autoimunidade. Este pareamento foi necessario porque criancas de
diferentes faixas etarias apresentam distinta distribuicdo na proporcdo de
linfocitos em relagao aos leucdcitos totais.

A interleucina 21, o mais novo membro da familia de interleucinas

de cadeia gama comum, apresenta agdes pleiotropicas e, em geral,
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pré-inflamatoérias. Publicacbes recentes demonstram um papel potencial
para a interacao IL-21/IL-21R na génese e progressao de diversas doencgas
autoimunes, tais como LES, artrite reumatdide e esclerose sistémica 323%
Em se tratando de DMA1A, ha varios estudos em modelos animais
demonstrando fungao importante da IL-21 e de seu receptor na génese do
processo inflamatério autoimune*®*® Entretanto, ainda ndo ha dados acerca
do papel deste receptor no desenvolvimento do DM1A em humanos.
Encontramos diminuicdo da expressao do IL-21R nos pacientes
DM1A tanto em linfécitos T CD3+ quanto TCD4+ periféricos, quando
comparada a dos controles normais. Observamos que ndao sé o numero de
células que expressavam este receptor estava diminuido, como também a
quantidade de receptores por célula (MFI) era menor nos pacientes DM1 que
nos controles normais. Estes dados sao inéditos na literatura, porém diferem
dos observados em modelos animais de DM1A, onde o IL-21R é necessario
para o desenvolvimento do diabetes autoimune “°*®. Portanto, ndo podemos
afastar a possibilidade de que a fungao deste receptor em humanos seja
diferente daquela de modelos animais. No entanto, a expressao deste
receptor esta aumentada nos tecidos-alvo do processo inflamatério de outras
doencas autoimunes em humanos. Este aumento de expressao foi verificado
em material de bidpsia de pele de portadores de esclerose sistémica® e na
sindvia de pacientes portadores de artrite reumatéide®. Por outro lado, a
semelhanca dos nossos resultados, pacientes portadores de LES
apresentaram diminuicdo da expressdo do IL-21R em linfocitos B

periféricos®. Assim, & possivel que, por termos estudados células da
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periferia (linfécitos T circulantes) e ndo diretamente as células das ilhotas
pancreaticas (tecido-alvo do processo autoimune), ndo tenhamos observado
aumento na expressao do IL-21R, visto que a periferia pode nao espelhar o
ambiente imunolégico presente no sitio-alvo do processo autoimune.
Ha, ainda, a possibilidade de que na periferia ocorra um processo de
downregulation destes receptores, na tentativa de protecdo do organismo
contra o processo inflamatério autoimune em atividade. A quantificagéo dos
niveis circulantes da IL-21 seria importante para reforcar esta hipotese,
porém é dificultada pelo fato da IL-21 ser produzida apenas em linfocitos
TCD4+ ativados e ter meia-vida extremamente curta.

A interleucina 2 € um dos principais reguladores do sistema
imune, promovendo a proliferacdo e expanséo de linfocitos TCD4" e TCD8*
antigeno-especificos. Nas células TCD4" ela estimula a diferenciagdo nas
vias Th1 e Th2 e induz a apoptose de linfocitos T ativados apds o clearance
dos patogenos. Além disso, a IL-2 aumenta a atividade citotoxica de
linfocitos TCD8" e ativa a proliferagdo de células T CD8" de memoria®’.
A IL-2 também induz tolerancia imunoldgica, em parte devido ao fato de
regular a formacdo de células T regulatorias®” 8. Para que a IL-2 exerga
suas fungdes, € necessaria sua interacdo com seu receptor de alta
afinidade, o IL-2R, formado por 3 subunidades: cadeia a (IL-2Ra); cadeia 3
(IL-2RB) e a cadeia y comum. Long e colaboradores (2010) verificaram
diminuicdo da sinalizacdo do IL-2R em linfécitos T CD4" periféricos de
pacientes com DM1A, porém com expressdo de IL-2R mantida, e

demonstraram que este defeito na sinalizacdo da IL-2 contribuiu para
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diminuigdo da expressio de FoxP3 em células T CD4+CD25+ regulatérias.®
A manutencado da expressao de IL-2R neste estudo pode ser creditada ao
maior tempo de diagndstico dos pacientes diabéticos e a populagao
estudada, composta apenas de adultos (idades entre 18 e 58 anos).
Em nosso estudo, através da citometria de fluxo, verificamos diminuicdo da
expressao das cadeias alfa e beta do receptor da interleucina 2 em linfocitos
T CD3" e CD4" periféricos. A semelhanca dos resultados verificados para o
IL-21R, esta menor expressdao também se estendeu ao numero de
receptores por célula, com reducado significativa do MFI do IL2Ra e
tendéncia a diminuicdo do MFI do IL-2R[. Portanto, € possivel que estas
alteragdes verificadas na sinalizacdo do IL-2R prejudiguem o
desenvolvimento adequado da tolerancia periférica, contribuindo assim para
o estabelecimento do diabetes mellitus tipo 1A. A IL-21 também tem papel
regulador global na homeostase de células T, e rapidamente estimula o
aumento do RNA-m e sintese de Interferon vy, IL-2Ra, IL-2RB e IL-18R®2.
Assim, a diminuicdo da expressao dos receptores de IL-2 e IL-21 nos
pacientes portadores de DM1A podem estar associadas. A importancia de
alteragdes na regidao IL-2/IL-21 e autoimunidade foi confirmada pela
associacdo do polimorfismo rs6822844 e predisposicdo a Sindrome de
Sjogren, ltpus eritematoso sistémico e diabetes mellitus tipo 1.

Outro dado importante que obtivemos foi a diminuicéo significativa do
numero de células TCD4'CD25*"" as células T regulatdrias. Existem duas
classes de células T regulatérias: Células Treg naturais, que se

desenvolvem no timo a partir de pré-células T e células Treg adaptativas,
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que se desenvolvem na periferia a partir de células T maduras em resposta
aos estimulos antigénicos®®. STAT 5 aparenta ser vital para o
desenvolvimento das células Treg, pois a ativacdo de STAT5S é suficiente

para 0 aumento no nimero de células T CD4*CD25*""

, Mesmo na auséncia
de IL-2.°° STAT5A e STAT5B s3o fatores essenciais na sinalizagao de IL-2R,
sugerindo que outras citocinas da familia gama comum, principalmente IL-7
e IL-15 (que também ativam STAT5), sejam importantes para o
desenvolvimento e manutengdo das células Treg?. A IL-21 ndo ativa
preferencialmente STAT5 e nao parece ter efeito direto na viabilidade,
funcao ou ativagao das Treg.

As células Treg de pacientes portadores de DM1A de inicio recente
ou familiares com autoanticorpos pancreaticos positivos exibem expressao
aumentada de genes pro-apoptoticos e diminuigdo de genes que codificam o
sistema HLA e determinados receptores de interleucinas, incluindo IL-2Ra,
IL-2RB e IL-7R®". Jailwala e colaboradores (2009) mostraram que as células
Treg de pacientes portadores de DM1A apresentavam maior sensibilidade a
apoptose, parcialmente devido a deprivagdo de sinais estimuladores do
crescimento celular, especialmente IL-2°'. Estudos anteriores demonstraram
maior apoptose de células Treg nas fases iniciais do DM1A, com significativo
declinio destas taxas apds os seis primeiros meses de diagnéstico”,
corroborando nosso achado de diminuigdo das células Treg nos pacientes
DM1A de inicio recente. Como as células Treg controlam o desenvolvimento,

o trafego e a proliferacdo das células T efetoras, sua principal fungao é

justamente a de imunomodulagado, e, consequentemente, protegdo contra
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processos autoimunes®®®°. Portanto, a significativa diminuicdo das células
Treg parece ser mais causa que consequéncia do DM1A, podendo exercer
papel importante na patogénese da doenga.

A IL-4 tem papel fundamental tanto na imunidade humoral quanto
celular, pois promove proliferacdo de células B, switch de classes das
imunoglobulinas e diferenciacao de linfocitos T, sendo a principal citoquina
de ativagdo da via Th2. Especula-se que, em algumas situagbes, as
citocinas da via Th2 possam inibir a citotoxicidade dos linfécitos T mediada
por Th1, porém em outras circunstancias, a IL-4 pode levar ao
desenvolvimento de respostas Th1%% 92, Estudos recentes demonstraram
que a IL-4, assim como a IL-2, promove a proliferacdo das células Treg
naturais®®°. Este efeito da IL-4 & compativel com o achado que as células
Treg naturais expressam constitutivamente IL-4Ra.®® Em relagdo as células
Treg adaptativas, a IL-4 tem efeitos variaveis: através da ativagao do IL-4Ra,
a IL-4 pode induzir a formacéo de células T CD4+CD25+FoxP3+ in vitro na
auséncia de TGF-B%". Em contraste, a inducéo de células Treg FoxP3+ pelo
TGF-B na periferia é bloqueada pela IL-4%.

Tanto a IL-2 quanto a IL-4 s&o citocinas essenciais na ativacdo de
células T efetoras, e ambas promovem ativagao e fungao de células Treg.
A IL-4 pode desempenhar papel fundamental na manutencdo do balanco
entre ativagao e controle das respostas imunes Th2, assim como a IL-2 ativa
e controla as respostas Th1. Portanto, nosso achado de diminuicdo da
expressao de IL-4Ra nos linfécitos T periféricos de pacientes com DM1A

corrobora a diminuicdo de células Treg encontrada, comprovando que a
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inducdo de células Treg pela IL-4 pode ser um mecanismo homeostatico
importante no desenvolvimento da autoimunidade do DM1A.

A IL-7 é essencial para o desenvolvimento e homeostase de células T
naive e de memodria. A IL-7 e seu receptor também s&do essenciais para a
formacdo de células Treg, via ativacdo de STAT5’°. Em nosso estudo
observamos diminuicdo da expressao de IL-7R em pacientes portadores de
DM1A em linfécitos T CD3" periféricos e também menor intensidade média
de fluorescéncia deste receptor, dados que solidificam a diminuicdo das
células Treg observada nos pacientes DM1A.

Por outro lado, a expressao do receptor da IL-7 difere da de outras
interleucinas de cadeia gama comum: enquanto estes receptores sofrem
regulacao positiva em células T ativadas, o IL-7R é expresso principalmente
em células T naive e de memodria em repouso, sofrendo regulagdo negativa
apos a ativagdo do receptor de células T?’. Assim, em um estado de
ativagcdo imune (como o diabetes mellitus tipo 1 recém-diagnosticado),
espera-se encontrar diminuicdo de IL-7R, em acordo com os dados
observados em nosso estudo.

A familia de citocinas de cadeia gama comum possui papel relevante
na regulagdo de varios processos imunolégicos. No entanto, ndo houve
correlagcdo entre os titulos de autoanticorpos pancreaticos (anti-GADG5 e
anti-lIA2) e a expressao de nenhum dos receptores de interleucinas de
cadeia gama comum estudados. Portanto, em nossa casuistica, a expressao
dos receptores de interleucinas de cadeia gama comum néo influenciou os

titulos de autoanticorpos pancreaticos encontrados nos pacientes DM1A.
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Para verificarmos se a diminuicdo da expressdao da proteina de
superficie dos receptores de interleucinas de cadeia gama comum
observada pela citometria de fluxo decorria de alteragbes na transcricdo do
DNA ou apés a traducdo do RNA, realizamos a PCR em tempo real de 23
dos pacientes portadores de DM1A, estudando os genes IL-21R, IL-2Ra e
IL-2R B. Optamos por estudar estes trés receptores por serem aqueles com
expressao protéica diminuida tanto em linfécitos T CD3+ quanto em CD4+.
A expressao relativa (RQ) do RNAm dos pacientes DM1A foi obtida pela
comparagao com aquela de um pool de cDNA de dez criangas controle.

Os pacientes foram divididos em trés grupos (tercis) de acordo com
os valores de expressao protéica em linfocitos T CD3", o que nos permitiu
avaliar os resultados da PCR em tempo real de forma homogénea.
Entretanto, vale ressaltar que a populacdo de células estudadas na
citometria de fluxo foi diferente da populagao celular avaliada na PCR em
tempo real: nesta, avaliamos todos os leucécitos periféricos, enquanto na
citometria de fluxo estudamos especificamente linfocitos T CD3*, CD4" ou
CD8". Verificamos que n&o houve diferenga na expresséao relativa do RNAm
entre os trés grupos de pacientes em nenhum dos genes estudados.
Portanto, em nossa casuistica a diminuicdo da expressao da proteina de
superficie dos receptores de interleucinas de cadeia gama comum
possivelmente decorreu de alteracbes posteriores a transcricio do RNA

mensageiro.
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Demonstramos pela primeira vez diminuicdo da expressido do receptor
da IL-21 em linfocitos T CD3* e CD4" periféricos em pacientes

portadores de DM1 de inicio recente;

Verificamos diminuicdo da expressao de IL-2Ra, IL-2RB, IL-4R e IL-7R

em linfocitos T periféricos de pacientes portadores de DM1;

+high (

Mostramos diminuigdo das células TCD4°CD25 Treg) em pacientes

com DM1 de inicio recente;

Nao houve relacao entre a expressao dos receptores de interleucinas de

cadeia gama comum e titulos de autoanticorpos pancreaticos;

A diminuigdo da expressao da proteina de superficie dos receptores de
interleucinas de cadeia gama comum possivelmente decorreu de
alteragdes posteriores a transcricdo do RNA mensageiro no grupo de

pacientes estudados.
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ANEXO 1: Dados clinicos dos pacientes portadores de diabetes mellitus

tipo 1A
Identificacdo sexo idade cor estadio Duragao do
(anos) puberal diabetes (meses)
1 M 11 Branca P1G1 6,0
2 F 1 Branca M1P1 6,0
3 M 3 Branca P1G1 5,0
4 F 8 Nao branca M1P1 5,0
5 F 1 Branca M1P1 5,0
6 M 5 Branca P1G1 3,0
7 F 6 Nao branca M1P1 5,0
8 F 3 Nao branca M1P1 1,0
9 M 4 Nao branca M1P1 1,0
10 F 11 Nao branca M2P2 4,0
11 F 11 Branca M2P2 1,0
12 F 11 Nao branca M2P2 5,0
13 M 16 Branca P5G5 1,0
14 F 3 Branca M1P1 6,0
15 M 9 Branca P1G1 2,0
16 F 11 Branca M2P2 1,0
17 F 4 Branca M1P1 1,0
18 M 11 Branca P2G2 6,0
19 F 9 Branca M1P1 3,0
20 M 10 Nao branca P1G1 0,5
21 F 3 Branca M1P1 0,5
22 M 10 Branca P1G1 1,0
23 M 1 Branca P1G1 6,0
24 M 13 Nao branca P3G3 0,5
25 M 10 Branca P1G1 1,0
26 M 12 N&o branca P2G2 6.0
27 M 13 Branca P3G3 0,5
28 F 10 Branca M1P1 3,0
29 F 10 Nao branca M1P1 1,0
30 M 15 Nao branca P3G3 1,0
31 M 2 Nao branca P1G1 6,0
32 M 13 Nao branca P3G3 1,0
33 F 6 Branca M1P1 6,0
34 M 16 Nao branca P5G5 3,0
35 M 16 Branca P5G5 2,0

M= sexo masculino; F= sexo feminino

Estadio puberal classificado de acordo com os critérios de Tanner (M= mamas; P=

pélos;G = genitais)
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ANEXO 2: Dados laboratoriais dos pacientes portadores de DM1A

Pacientes AC Anti AC Anti Glicemia HbA1C DRB1* DRB2* DQB1* DQB2*
DM1A GAD65 1A2
1 15 2.1 286 11,8 0301 0307 201 201
2 0,52 0,2 300 7,7 0301 16 201 502
3 1,07 9,8 123 7,3 0401 16 304 502
4 9.1 7.74 205 9,20 0301 0301 201 201
5 61.2 0.11 71 8,5 0301 0301 201 201
6 3,7 1,6 113 9,1 0301 0405 201 302
7 10,4 0,7 128 7,6 0301 0301 201 201
8 0.9 23.3 115 9,2 0301 9 201 202
9 1.8 19.5 82 12,2 0301 0402 201 302
10 56.3 11.9 126 7.4 0301 1 201 501
11 28.3 451 72 59 0405 0405 302 305
12 31.2 15.6 142 12,7 7 8 202 402
13 0.42 2.7 69 8,7 0401 13 302 604
14 53.5 1.07 138 12,6 0301 8 201 402
15 0,7 27,9 146 8,9 1 0405 501 302
16 34,4 3,2 98 6,8 1 0404 501 302
17 0,7 16,4 74 11,20 1 0401 501 301
18 0,6 11,6 128 9,00 1 0401 501 302
19 7,2 7.9 84 10,3 0301 0301 201 201
20 0,1 8,2 58 11,8 0401 8 302 303
21 25,8 10,7 56 10,4 0301 0404 201 302
22 13,3 27,5 89 8,8 0405 11 302 301
23 0 0,4 231 12,5 0301 0404 201 302
24 1,82 100 106 10 0405 13 302 303
25 9,5 0 162 7,5 0301 7 201 202
26 8 11,4 134 7.3 0408 11 301 302
27 0,7 1,1 372 15,2 0301 9 201 202
28 15,6 0,1 61 7.9 1 8 501 402
29 50,4 59 82 10,7 0301 0401 201 302
30 12,9 0 44 9,1 0405 7 303 303
31 0,4 0,4 316 9,2 0301 0301 201 201
32 0,3 0,5 352 10,5 0301 9 201 202
33 26,2 8,08 313 6,1 0301 0301 201 201
34 2,13 15,11 103 10,6 0301 0402 201 302
35 6,32 2,73 91 6,2 0301 9 201 202

Anticorpo anti descarboxilase do acido glutamico 65 (GADG65): normal até 0,8 Ul/ml.

Anticorpo anti tirosina fosfatase (IA2) : normal até 0,5 Ul/mL
Glicemia expressa em mg/dL

HbA1c (hemoglobina glicada) expressa em porcentagem
DRB1, DRB2, DQB1 e DQB2 : alelos genotipados do sistema HLA
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ANEXO 3: Dados clinicos e laboratoriais dos individuos do grupo controle

Individuos idade glicemia Acanti Acanti DRB1 DRB2 DQB1 DQB2

Controle (anos) GAD65 1A2
36 10 84 0.1 0 1 7 303 501
37 9 81 0.1 0 301 13 201 604
38 9 79 0 0,2 12 12 501 402
39 16 82 0,1 0,1 301 13 201 609
40 13 79 0 0 404 15 302 602
41 7 75 0 0 15 15 602 602
42 9 84 0 0 405 11 301 302
43 9 75 0 0 301 15 201 602
44 16 84 0,1 0,1 401 13 302 302
45 6 72 0,2 0 301 8 201 402
46 1 64 0,2 0,8
47 4 78 0,2 0,2 406 15
48 6 89 0 0 301 16
49 2 81 0 0,2 7 13
50 12 92 0,7 0 1 11
51 4 79 0,1 0,3 13 13
52 9 91 0 0 301 7
53 8 84 0 0 16 12 301 301
54 1 79 0 0 1 10 501 501
55 7 79 0 0 13 13
56 14 90 0,3 0 4 7
57 11 84 0 0 4 16
58 9 95 0 0,5 7 11
59 9 79 0 0,5 7 16
60 11 81 0 0,7 17 1

Anticorpo anti descarboxilase do acido glutamico 65 (GAD65): normal até 0,8 Ul/ml.
Anticorpo anti tirosina fosfatase (IA2): normal até 0,5 Ul/mL

Glicemia expressa em mg/dL

HbA1c (hemoglobina glicada) expressa em porcentagem

DRB1, DRB2, DQB1 e DQB?2 : alelos genotipados do sistema HLA
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ANEXO 4: Dados de hemograma para pacientes portadores de DM1A e

individuos controle

linfécitos Linfécitos T Linfocitos T Linfocitos T
Pacientes DM1A totais CD3+ (%) CD4 + (%) CD8+ (%)

1 2789 71,60 38,20 26,20
5000 65,70 46,10 17,90
3 4400 69,50 43,00 21,40
4 2633 61,00 32,80 23,60
5 5400 71,20 49,30 19,60
6 2200 74,90 46,10 27,00
7 2400 70,35 40,40 27,20
8 3000 68,00 37,70 28,60
9 4500 67,20 31,70 27,70
10 2200 78,60 49,00 23,60
11 3000 78,90 45,20 31,30
12 2500 79,20 56,90 20,70
13 2600 78,90 41,80 34,10
14 3200 65,80 37,90 27,20
15 2300 59,80 31,50 23,70
16 2100 74,00 48,30 22,80
17 4500 75,60 43,80 25,60
18 2500 75,70 43,20 28,00
19 2800 71,90 48,60 21,80
20 2800 54,10 30,80 19,10
21 3500 72,50 48,20 22,00
22 2700 70,10 35,70 28,00
23 6000 52,70 31,90 17,70
24 2100 78,80 33,70 41,10
25 2200 77,70 43,70 27,40
26 2000 51,90 31,70 19,30
27 2800 78,90 38,10 34,90
28 2400 65,90 38,70 23,00
29 3200 74,20 43,10 27,60
30 2600 74,20 47,40 26,60
31 5200 71,90 49,50 21,70
32 1400 52,90 29,90 23,80
33 2800 76,80 45,30 28,20
34 2200 76,60 36,60 39,30
35 1800 68,40 29,00 36,20
mediana 2700 71,90 41,80 26,20
percentil 5 1940 52,84 30,53 18,74
percentil 95 5260 78,90 49,36 37,13

Teste de
Mann-Whitney (p=) 0,58 0,21 0,20 0,30
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Anexo 4 (continuagao): Dados de hemograma para pacientes portadores

de DM1A e individuos controle

Individuos Linfocitos Linfocitos T Linfocitos T Linfocitos T
controle totais CD3+ (%) CD4+ (%) CD8+ (%)
36 2900 70,70 37,10 27,10
37 3800 72,80 46,80 23,80
38 1800 66,90 40,10 16,50
39 1800 50,00 27,90 19,90
40 3600 71,60 35,10 30,50
41 1600 66,60 37,00 22,90
42 1800 74,20 47,80 24,00
43 2000 66,20 36,60 18,60
44 2400 75,60 35,30 24,80
45 4900 79,90 50,00 28,10
46 4000 68,90 46,70 19,50
47 2300 54,30 27,40 23,30
48 2900 71,80 45,70 22,30
49 3800 65,50 39,30 26,70
50 4000 64,90 35,10 28,90
51 2500 73,30 37,10 31,00
52 2200 64,30 32,10 28,50
53 2700 65,70 42,50 23,30
54 3900 58,50 34,60 22,30
55 4400 63,40 40,00 20,00
56 2293 70,40 37,40 30,80
57 1706 64,50 27,70 32,00
58 3600 75,50 34,40 29,10
59 2979 68,40 45,80 21,30
60 1827 67,00 41,10 21,90
mediana 2700 67,00 37,10 23,80
percentil 5 1653 51,42 27,55 18,67

percentil 95 4650 77,85 48,58 36,67
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ANEXO 5: Expressao do receptor da Interleucina-21(IL-21R) em linfocitos T
periféricos de pacientes portadores de DM1A e individuos controle obtida por
citometria de fluxo (porcentagem de linfécitos T periféricos que expressam o

IL-21R)

Pacientes DM1A Expressao de IL-21R Expresséo de IL-21R Expresséao de IL-21R
em linfécitos T CD3+ em Linfécitos T CD4+ em linfécitos T CD8+

(%) (%) (%)
1 17,90 6,31 8,35
2 6,24 1,92 3,96
3 12,90 2,62 7,49
4 22,10 8,20 10,70
5 11,90 5,28 5,70
6 15,30 6,36 7,90
7 16,90 6,69 8,74
8 26,50 7,06 18,80
9 23,00 5,95 16,50
10 29,00 10,10 15,30
11 27,40 5,50 20,60
12 18,00 6,54 10,70
13 14,40 9,93 2,74
14 16,90 5,75 9,79
15 28,70 7,86 17,20
16 30,60 13,20 14,90
17 19,60 6,00 11,10
18 21,00 11,00 7,20
19 19,60 8,51 9,74
20 22,40 8,70 9,53
21 41,50 17,20 22,50
22 47,80 13,70 30,20
23 47,30 17,70 25,90
24 53,60 13,60 37,60
25 28,90 10,90 17,10
26 34,40 9,67 22,80
27 44,80 11,40 32,70
28 52,40 27,80 22,00
29 46,40 24,20 20,50
30 63,40 39,00 23,50
31 62,60 43,10 18,20
32 38,40 20,50 17,90
33 26,90 13,50 12,00
34 46,10 19,30 26,40
35 29,30 10,20 17,70
mediana 27,40 9,67 16,50
percentil 5 12,60 4,48 5,18

percentil 95 56,30 31,16 30,95
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ANEXO 5 (continuagao): Expressao do receptor da Interleucina-21(IL-21R)
em linfécitos T periféricos de pacientes portadores de DM1A e individuos
controle obtida por citometria de fluxo (porcentagem de linfocitos T

periféricos que expressam o IL-21R).

Individuos Expressédo de IL-21R Expressao de IL-21R Expressao de IL-21R

Controle em linfocitos T CD3+ em linfocitos T CD4+ em linfocitos T CD8+

(%) (%) (%)

36 27,80 6,31 18,40

37 14,60 8,10 5,22

38 30,90 12,00 17,10

39 37,30 15,70 20,90

40 39,60 11,00 27,40

41 28,30 11,40 15,70

42 35,20 15,90 19,00

43 68,00 39,90 17,00

44 71,20 35,60 21,00

45 83,30 49,70 32,00

46 49,80 33,10 13,70

47 35,00 18,20 15,10

48 18,20 5,91 11,00

49 34,70 19,90 15,70

50 33,50 16,90 15,60

51 34,70 17,00 15,70

52 42,80 19,80 21,00

53 31,60 18,50 13,50

54 42,70 24,30 16,90

55 35,80 22,90 11,60

56 32,80 16,00 15,40

57 32,60 14,00 16,20

58 43,50 7,10 4,30

59 33,00 23,40 9,40

60 43,00 27,40 14,20
mediana 35,00 17,00 15,70
percentil 5 13,60 5,20 5,20
percentil 95 69,60 37,75 31,48

Teste de Mann-
Whitney (p=) 0,01 0,001 0,9966
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ANEXO 6: Intensidade média de fluorescéncia (MFI) do receptor da

Interleucina 21 em linfocitos T periféricos de pacientes DM1A e controles

Pacientes DM1A MFI para IL-21R
1 3,14
2 1,20
3 2,35
4 4,82
5 9,69
7 2,80
8 4,47
9 4,18
10 6,20
11 3,96
12 4,05
13 4,41
14 3,09
15 6,87
16 9,55
17 5,99
18 8,61
19 4,10
20 8,17
21 16,36
22 24,87
23 46,43
24 16,53
25 7,58
26 6,18
27 4,68
28 20,45
29 15,67
30 34,88
31 4,61
32 12,06
33 7,48
34 19,41
35 10,02

mediana 6,53
percentil 5 2,64

percentil 95 28,37
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ANEXO 6 (continuagao): Intensidade média de fluorescéncia (MFI) do

receptor da Interleucina 21 em linfécitos T periféricos de pacientes DM1A e

controles
Individuos controle MFI para IL-21R
36 2,27
37 26,75
38 7,75
39 7,12
41 162,30
42 16,82
43 16,35
44 9,50
45 6,99
46 12,25
47 14,09
48 3,16
49 7,28
50 8,58
51 15,57
52 25,47
53 11,79
54 6,03
55 21,52
56 11,17
57 36,58
58 54,81
59 16,38
60 8,45
mediana 12,02
percentil 5 3,59
percentil 95 52,08

Teste de Mann Whitney (p=) 0,0124
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ANEXO 7: Expressao da cadeia alfa (IL-2Ra) do receptor da Interleucina-2
em linfécitos T periféricos de pacientes portadores de DM1A e individuos
controle obtida por citometria de fluxo (porcentagem de linfocitos T

periféricos que expressam o IL-2Ra)

Pacientes Expressédo de IL2R-a Expressao de IL2R-a Expressao de IL2R-a

DM1A em linfécitos TCD3+ em linfécitos T CD4+ em linfocitos T CD8+

(%) (%) (%)

1 17,80 8,07 7,22
2 6,10 3,41 2,43
3 10,60 3,51 6,06
4 19,40 1,30 6,00
5 12,20 7,50 4,00
6 12,20 7,19 4,59
7 11,60 7,29 3,41
8 12,00 3,15 8,56
9 10,70 2,58 7,94
10 16,00 5,74 9,40
11 20,80 6,50 13,80
12 12,50 8,07 3,80
13 7,85 6,07 0,99
14 14,40 7,96 5,65
15 19,10 7,14 10,50
16 17,50 7,50 9,50
17 16,80 7,23 8,45
18 10,10 6,34 2,60
19 12,50 7,70 4,45
20 13,70 8,70 3,53
21 37,50 15,50 21,00
22 38,10 8,40 27,30
23 35,10 10,40 22,80
24 45,10 10,40 32,90
25 14,30 5,19 9,29
26 23,00 1,73 21,20
27 39,00 9,50 29,70
28 38,40 21,30 15,90
29 29,60 16,60 12,80
30 53,40 35,30 17,70
31 49,90 34,50 14,40
32 22,90 15,30 8,00
33 19,30 11,70 7,10
34 28,30 14,20 14,00
35 17,70 7,80 9,56
mediana 17,70 7,70 8,56
percentil 5 9,43 2,33 2,55

percentil 95 46,54 25,26 28,02
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ANEXO 7 (continuagao): Expressao da cadeia alfa (IL-2Ra) do receptor da
Interleucina-2 em linfécitos T periféricos de pacientes portadores de DM1A e
individuos controle obtida por citometria de fluxo (porcentagem de linfocitos

T periféricos que expressam o IL-2Ra)

Individuos Expressédo de IL2R-a Expressao de IL2R-a Expressao de IL2R-a

controle em linféocitos TCD3+ em linfécitos TCD4+ em linfocitos TCD8+
(%) (%) (%)
36 9,31 6,48 2,40
37 26,00 17,40 8,00
38 21,00 14,20 6,77
39 21,90 10,80 11,00
40 42,40 18,50 2,10
41 66,10 38,80 26,50
42 26,40 19,80 5,92
43 40,60 28,30 10,30
44 17,40 10,00 6,79
45 17,10 5,74 10,20
46 26,20 18,50 7,31
47 28,70 6,84 21,70
48 14,40 7,80 6,20
49 31,30 21,40 10,00
50 22,80 12,70 9,37
51 28,30 14,50 13,90
52 29,80 21,50 8,40
53 19,50 9,40 9,90
54 27,10 21,80 5,81
55 26,00 9,73 16,10
56 23,80 15,10 8,57
57 50,80 31,40 12,30
58 52,00 27,60 13,50
59 29,40 18,40 10,80
60 23,90 14,10 9,10
mediana 26,20 15,10 9,37
percentil 5 14,94 6,55 3,08
percentil 95 51,76 30,78 20,58
Teste de

Mann-Whitney
(p=) 0,0091 0,0002 0,6199
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ANEXO 8: Intensidade média de fluorescéncia (MFIl) da cadeia alfa do
receptor da Interleucina 2 (IL-2Ra) em linfocitos T periféricos de pacientes

DM1A e controles

Pacientes DM1A MFI para IL-2Ra
1 2,83
2 0,74
3 1,10
4 2,10
5 1,64
7 1,39
8 1,22
9 1,13
10 1,72
11 2,01
12 1,83
13 1,10
14 13,74
15 2,23
16 2,42
17 3,75
18 4,21
19 2,46
20 3,54
21 11,46
22 8,27
23 12,69
24 2,05
25 1,40
26 2,09
27 8,54
28 5,31
29 3,74
30 11,16
31 9,81
32 2,48
33 3,70
34 4,20
35 2,68

mediana 2,47
percentil 5 1,10

percentil 95 11,89
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ANEXO 8 (continuagao): Intensidade média de fluorescéncia (MFI) da
cadeia alfa do receptor da Interleucina 2 (IL-2Ra) em linfécitos T periféricos

de pacientes DM1A e controles

Individuos controle MFI para IL-2Ra
36 6,81
37 3,88
38 2,60
39 2,81
41 26,54
42 9,33
43 6,81
44 2,06
45 2,27
46 4,64
47 4,36
48 2,16
49 6,41
50 3,96
51 4,41
52 7,45
53 2,64
54 5,11
55 3,36
56 414
57 8,80
58 10,06
59 5,11
60 3,79
mediana 4,38
percentil 5 2,17
percentil 95 9,95

Teste de Mann-Whitney (p=) 0,0099
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ANEXO 9: Porcentagem de células T regulatérias (CD4+CD25+"") em

pacientes portadores de DM1A e controles

Pacientes Porcentagem de Individuos Porcentagem de células
DM1A células TCD4CD25+ "o" controle TCD4CD25+ "
3 0,79% 49 1,11%
4 0,88% 42 1,58%
5 0,85% 52 1,20%
7 0,90% 56 1,15%
8 0,63% 60 1,14%
12 0,77% 50 1,21%
13 0,84% 54 1,04%
14 0,92% 46 1,15%
20 0,73% 38 1,35%
21 0,97% 37 1,14%
22 0,75% 44 1,03%
23 0,86% 51 1,12%
27 0,91% 41 0,93%
28 0,76% 58 1,10%
29 0,77% 57 1,08%
30 0,87% 47 0,89%
31 0,92% 53 1,26%
32 0,90% 59 1,11%
33 0,86% 43 1,21%
34 0,65%
mediana 0,86% mediana 1,14%
percentil 5 0,65% percentil 5 0,93%
percentil 95 0,92% percentil 95 1,37%

Teste de Mann
Whitney (p=) <0,0001
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ANEXO 10: Expressao da cadeia beta (IL-2RB) do receptor da Interleucina-2
em linfocitos T periféricos de pacientes portadores de DM1A e individuos
controle obtida por citometria de fluxo (porcentagem de linfocitos T

periféricos que expressam o IL-2R[)

Pacientes Expresséao de IL2R- Expressdo de IL2R-3  Expresséao de IL2R- 8

DM1A em linfécitos TCD3+ em linfocitos TCD4+ em linfécitos T CD8+

(%) (%) (%)

1 10,10 1,50 5,85
2 3,55 0,46 2,91
3 8,39 0,76 5,27
4 9,60 0,95 7,02
5 7,76 2,41 4,45
6 7,67 1,85 4,97
7 8,10 1,85 4,99
8 10,80 0,15 10,60
9 14,60 0,92 12,70
10 15,70 1,94 11,00
11 22,10 2,10 18,60
12 10,50 2,08 7,86
13 7,14 3,52 1,34
14 6,78 0,99 5,25
15 13,10 1,46 10,30
16 18,90 4,62 12,70
17 15,40 2,17 9,90
18 10,00 3,22 3,90
19 11,80 2,80 7,83
20 10,30 1,90 5,58
21 30,90 8,42 21,40
22 39,20 512 30,50
23 34,50 6,46 25,50
24 47,10 6,60 37,20
25 17,10 2,66 14,30
26 31,20 5,48 25,20
27 34,80 3,50 31,10
28 35,00 15,60 17,30
29 28,70 12,90 15,10
30 50,20 28,40 21,20
31 47,70 31,20 15,50
32 23,90 11,00 12,40
33 16,90 6,76 9,23
34 26,00 8,38 16,80
35 14,90 4,05 10,10
mediana 15,40 2,80 10,60
percentil 5 7,03 0,67 3,60

percentil 95 47,28 19,44 30,68
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ANEXO 10 (continuacgao): Expressao da cadeia beta (IL-2Rp) do receptor
da Interleucina-2 em linfocitos T periféricos de pacientes portadores de
DM1A e individuos controle obtida por citometria de fluxo (porcentagem de

linfécitos T periféricos que expressam o IL-2Rp).

Individuos  Expressao de IL2R-B8 Expressdo de IL2R-3  Expresséao de IL2R-

controle em linfécitos TCD3+ em linfocitos TCD4+ em linfécitos TCD8+
(%) (%) (%)
36 6,00 1,70 2,82
37 20,90 10,80 9,10
38 21,00 10,70 9,10
39 14,00 3,95 9,70
40 45,50 15,10 5,70
41 81,90 47,70 32,80
42 18,80 11,40 7,09
43 38,80 25,70 10,30
44 17,20 6,82 8,80%
45 17,40 1,60 12,30
46 32,20 18,40 11,70
47 25,30 2,59 22,40
48 10,20 1,35 6,73
49 27,30 13,50 13,50
50 19,30 6,57 11,60
51 22,10 6,35 15,60
52 28,40 15,50 11,30
53 16,30 3,10 12,60
54 23,90 16,00 7,20
55 22,20 5,85 16,40
56 22,00 10,40 11,00
57 55,70 28,70 16,30
58 59,30 26,50 17,20
59 23,70 9,67 13,20
60 20,20 9,49 8,90
mediana 22,10 10,40 11,30
percentil 5 10,96 1,62 5,91
percentil 95 58,58 28,26 21,36
Teste de
Mann

Whitney (p=) 0,0330 0,0009 0,6628
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ANEXO 11: Intensidade média de fluorescéncia (MFI) da cadeia beta do
receptor da Interleucina 2 em linfocitos T periféricos de pacientes DM1A e

controles
Pacientes DM1A MFI para IL-2RB
1 2,039
2 0,739
3 2,218
4 4,585
5 1,069
7 1,666
8 0,944
9 2,675
10 3,637
11 3,239
12 1,848
13 2,366
14 0,989
15 2,760
16 4,422
17 11,218
18 5,874
19 3,676
20 8,833
21 13,717
22 22,553
23 10,867
24 22,026
25 3,451
26 7,606
27 8,405
28 7,378
29 4,140
30 8,476
31 9,781
32 7,040
33 2,967
34 4,157
35 3,596
mediana 1,413
percentil 5 1,371

percentil 95 1,472
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Anexo 11 (continuagao): Intensidade média de fluorescéncia (MFI) da
cadeia beta do receptor da Interleucina 2 em linfocitos T periféricos de

pacientes DM1A e controles

Individuos controle MFI para IL-2R8

36 1,617

37 4,936

38 3,767

39 2,837

41 200,518
42 4,102

43 6,715

44 2,296

45 6,016

46 9,929

47 4,465

48 6,030

49 17,661

50 5,677
51 5,041

52 18,975

53 4,425

54 5,858

55 3,916

56 8,817

57 46,428

58 20,965

59 6,306
60 5,682
mediana 1,416
percentil 5 1,381
percentil 95 1,551

Teste de Mann Whitney (p=) 0,124
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ANEXO 12: Expressao do receptor da Interleucina 4 (IL-4R) em linfocitos T
periféricos de pacientes portadores de DM1A e individuos controle obtida por
citometria de fluxo (porcentagem de linfécitos T periféricos que expressam o
IL-4R)

Expressao de IL- Expressdo de IL- Expresséo de IL-
Pacientes DM1A 4R em CD3 4R em CD4 4R em CD8
1 14,90 4,52 7,92
2 7,45 2,56 4,59
3 577 1,30 3,97
4 12,00 3,00 6,80
5 23,00 7,15 14,90
6 9,00 2,42 6,13
7 12,80 4,87 7,31
8 24,20 5,08 18,60
9 17,40 2,06 14,70
10 15,60 2,83 11,80
11 24,60 35,80 20,10
12 13,60 4,39 8,70
13 6,73 4,48 1,18
14 9,61 2,42 6,58
15 17,40 3,00 12,50
16 21,70 6,10 14,70
17 17,10 5,76 9,62
18 8,70 4,26 3,00
19 11,20 4,27 6,10
20 8,00 2,60 3,46
21 36,40 13,90 21,60
22 41,10 8,00 30,60
23 40,40 11,50 26,30
24 45,00 8,84 33,50
25 36,80 9,66 25,20
26 33,80 9,54 23,40
27 35,90 5,20 30,30
28 36,10 19,20 15,40
29 28,90 16,50 11,70
30 55,60 32,80 22,00
31 55,70 39,60 15,20
32 20,60 11,00 8,70
33 18,40 9,49 8,26
34 26,50 11,10 14,70
35 15,60 5,24 9,50
mediana 18,40 5,24 11,80
percentil 5 7,23 2,31 3,32

percentil 95 48,18 33,70 30,39
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ANEXO 12 (continuagao): Expressao do receptor da Interleucina 4 em
linfécitos T periféricos de pacientes portadores de DM1A e individuos
controle obtida por citometria de fluxo (porcentagem de linfocitos T

periféricos que expressam o IL-4R)

Expresséao de Expressao de Expressao de
Individuos controle IL-4R em CD3 IL-4R em CD4 IL-4R em CD8
36 10,90 4,86 5,25
37 21,80 11,40 9,58
38 27,80 19,70 10,80
39 15,70 4,95 10,70
40 42,90 23,30 0,49
41 83,00 50,70 30,90
42 27,80 18,20 8,35
43 43,40 29,90 10,70
44 15,80 9,00 6,37
45 16,70 2,00 13,20
46 27,60 18,90 8,51
47 29,60 5,50 23,40
48 10,90 2,90 6,91
49 28,50 15,90 12,70
50 26,50 11,00 13,70
51 25,30 10,00 15,00
52 27,90 19,70 7,89
53 17,90 5,40 12,30
54 30,00 23,10 7,55
55 22,30 6,93 15,10
56 23,60 12,50 10,70
57 53,20 31,70 13,70
58 58,80 29,00 17,00
59 23,90 13,20 10,70
60 25,40 13,70 10,60
mediana 26,50 13,20 10,70
percentil 5 11,86 3,29 5,47
percentil 95 57,68 31,34 22,12

Teste de Mann-Whitney (p=) 0,060 0,032 0,319
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ANEXO 13: Intensidade média de fluorescéncia (MFI) do receptor da
Interleucina 4 (IL-4R) em linfocitos T periféricos de pacientes DM1A e

controles
Pacientes DM1A MFI para IL-4R

1 4,65
2 2,72
3 1,57
4 4,47
5 11,83
7 3,03
8 6,62
9 4,01
10 9,08
11 9,09
12 6,35
13 8,64
14 3,83
15 8,84
16 15,18
17 7,85
18 11,49
19 5,87
20 6,29
21 23,69
22 32,44
23 39,30
24 76,20
25 20,91
26 24,89
27 23,82
28 22,55
29 13,02
30 43,23
31 28,07
32 32,45
33 8,53
34 14,01
35 12,0

mediana 10,29

percentil 5 2,93

percentil 95 40,68
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ANEXO 13 (continuagao): Intensidade média de fluorescéncia (MFI) do
receptor da Interleucina 4 (IL-4R) em linfécitos T periféricos de pacientes

DM1A e controles

Individuos controle MFI para IL-4R

36 33,55

37 25,62

38 24,25

39 24,25

41 45,85

42 22,63

43 25,62

44 27,52

45 22,63

46 34,12

47 23,51

48 22,80

49 23,33

50 24,83

51 24,63

52 26,23

53 23,51

54 22,98

55 23,33

56 24,63

57 25,82

58 25,02

59 23,88

60 33,55
mediana 24,63
percentil 5 22,66
percentil 95 34,04

Teste de Mann-Whitney (p=) 0,002
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ANEXO 14: Expressdo do receptor da Interleucina 7 em linfécitos T
periféricos de pacientes portadores de DM1A e individuos controle obtida por

citometria de fluxo (porcentagem de linfécitos T periféricos que expressam o

IL-7R)
Pacientes  Expressao de IL-7R Expressao de IL-7R Expresséao de IL-7R
DM1A em linfécitos TCD3+ em linfécitos TCD4+ em linfécitos TCD8+
(%) (%) (%)

1 76,10 39,30 25,80

2 62,20 40,70 18,90

3 51,60 27,30 18,30

4 75,60 43,80 27,60

5 80,50 54,80 22,50

6 70,40 44,00 23,60

7 74,80 40,90 30,30

8 73,50 41,50 30,00

9 58,60 31,40 25,50

10 74,10 42,40 25,90

11 76,80 45,70 28,30

12 80,30 53,60 23,90
13 71,80 48,30 19,20
14 65,50 35,20 28,00
15 68,00 30,40 29,10
16 75,20 47,10 23,00
17 77,50 47,10 24,00
18 75,10 48,90 20,00

19 75,00 54,20 17,60
20 67,00 38,10 19,50
21 89,30 56,90 28,20
22 77,40 33,20 36,80
23 89,50 49,30 33,30
24 83,90 35,50 42,80
25 82,50 42,80 33,20
26 74,60 39,60 31,80
27 77,50 35,90 36,90
28 90,20 51,10 32,40
29 81,80 47,40 31,40
30 89,10 62,40 25,70

31 92,30 57,90 33,30
32 71,50 42,70 28,00

33 79,90 47,10 29,10
34 68,50 36,70 30,50
35 75,70 32,70 37,80
mediana 75,60 42,80 28,00
percentil 5 61,12 31,10 18,72

percentil

95 89,71 57,20 37,17
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Anexo 14 (continuagao): Expressdo do receptor da Interleucina 7 em
linfécitos T periféricos de pacientes portadores de DM1A e individuos
controle obtida por citometria de fluxo (porcentagem de linfocitos T

periféricos que expressam o IL-7R)

Individuos Expressédo de IL-7TR  Expressédo de IL-TR  Expressao de IL-7R
controle em linfécitos TCD3+ em linfécitos TCD4+ em linfécitos TCD8+
(%) (%) (%)
36 88,00 60,90 23,30
37 85,60 44,60 35,00
38 83,10 49,50 33,60
39 67,30 40,90 20,00
40 44,60 43,40 33,20
41 97,20 60,10 33,70
42 83,70 54,60 24,70
43 83,70 57,50 21,40
44 76,80 41,40 32,80
45 84,10 38,20 36,40
46 85,70 55,10 25,10
47 77,20 36,80 34,60
48 55,10 33,50 18,60
49 81,50 52,70 27,10
50 67,40 36,30 25,70
51 82,00 52,10 26,80
52 88,50 55,90 28,30
53 74,80 41,00 27,00
54 85,40 58,40 24,70
55 57,60 33,20 21,30
56 87,60 46,20 38,40
57 87,00 50,40 23,20
58 84,70 43,70 24,30
59 89,40 44,80 39,70
60 88,60 45,20 35,50
mediana 83,70 45,20 27,00
percentil 5 55,60 34,06 20,26
percentil 95 89,24 59,76 38,00
Teste de

Mann-Whitney (p=) 0,030 0,130 0,618
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ANEXO 15: Intensidade média de fluorescéncia (MFI) do receptor da

Interleucina 7 em linfocitos T periféricos de pacientes DM1A e controles

Pacientes DM1A MFI para IL-7R
1 85,72
2 24,85
3 11,47
4 67,78
5 270,26
7 79,89
8 280,36
9 23,74
10 113,43
11 153,51
12 601,16
13 690,47
14 30,52
15 26,79
16 157,08
17 1.583,52
18 466,35
19 176,46
20 25,52
21 2.237,30
22 157,05
23 2.186,33
24 1.286,83
25 548,11
26 72,72
27 339,00
28 587,41
29 136,61
30 1.146,72
31 387,61
32 37,47
33 396,64
34 58,78
35 139,79

mediana 157,07
percentil 5 24,46

percentil 95 1.794,50
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ANEXO 15 (continuagao): Intensidade média de fluorescéncia (MFI) do

receptor da Interleucina 7 em linfocitos T periféricos de pacientes DM1A e

controles
Individuos controle MFI para IL-7R
36 1512,02
37 811,40
38 207,52
39 48,71
41 16978,78
42 535,65
43 116,06
44 113,35
45 353,43
46 1257,37
47 207,53
48 143,16
49 774,85
50 118,81
51 690,42
52 435,07
53 180,57
54 477,24
55 17,23
56 1095,06
57 574,00
58 774,82
59 1736,40
60 1776,73
mediana 506,45
percentil 5 58,41
percentil 95 1770,68

Teste de Mann-Whitney (p=) 0,03
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ANEXO 16: Correlacao entre titulos de Anticorpo anti-descarboxilase do
acido glutamico 65 (anti-GADG65) e expressao dos receptores de

interleucinas de cadeia gama comum

Pacientes AC anti Expressao Expressao Expressdo Expressao Expressao
DM1A GAD delL-21R delL-21R delL-2Ra delL-2Ra  de IL-2Rp
(U/ml) em CD3 em CD4 em CD3 em CD4 em CD3

(%) (%) (%) (%) (%)
1 15 17,9 6,31 17,8 8,07 10,1
2 0,52 6,24 1,92 6,1 3,41 3,55
3 1,07 12,9 2,62 10,6 3,51 8,39
4 9.1 221 8,2 19,4 1,3 9,6
5 61.2 11,9 5,28 12,2 7,5 7,76
6 3,7 15,3 6,36 12,2 7,19 7,67
7 10,4 16,9 6,69 11,6 7,29 8,1
8 0.9 26,5 7,06 12 3,15 10,8
9 1.8 23 5,95 10,7 2,58 14,6
10 56.3 29 10,1 16 5,74 15,7
11 28.3 27,4 55 20,8 6,5 221
12 31.2 18 6,54 12,5 8,07 10,5
13 0.42 14,4 9,93 7,85 6,07 7,14
14 53.5 16,9 5,75 14,4 7,96 6,78
15 0,7 28,7 7,86 19,1 7,14 13,1
16 34,4 30,6 13,2 17,5 7,5 18,9
17 0,7 19,6 6 16,8 7,23 15,4
18 0,6 21 11 10,1 6,34 10
19 7,2 19,6 8,51 12,5 7,7 11,8
20 0,1 22,4 8,7 13,7 8,7 10,3
21 25,8 415 17,2 37,5 15,5 30,9
22 13,3 47,8 13,7 38,1 8,4 39,2
23 0 47,3 17,7 35,1 10,4 34,5
24 1,82 53,6 13,6 451 10,4 47 1
25 9,5 28,9 10,9 14,3 5,19 171
26 8 34,4 9,67 23 1,73 31,2
27 0,7 44,8 11,4 39 9,5 34,8
28 15,6 52,4 27,8 38,4 21,3 35
29 50,4 46,4 24,2 29,6 16,6 28,7
30 12,9 63,4 39 53,4 35,3 50,2
31 0,4 62,6 43,1 49,9 34,5 47,7
32 0,3 38,4 20,5 22,9 15,3 23,9
33 26,2 26,9 13,5 19,3 11,7 16,9
34 2,13 46,1 19,3 28,3 14,2 26
35 6,32 29,3 10,2 17,7 7,8 14,9
Correlacao
Spearman 0,27 -0,18 0,21 -0,22 0,04

p= 0,11 0,27 0,21 0,20 0,78
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ANEXO 16 (continuagao): Correlacao entre titulos de Anticorpo anti-
descarboxilase do acido glutdmico 65 (anti-GAD65) e expressao dos

receptores de interleucinas de cadeia gama comum.

Pacientes AC anti Expressao Expressao Expressao Expressiao Expressao
DM1A GADG65 de IL-2RB de IL-4R de IL-4R de IL-7R de IL-7R
(Ul/ml) em CD4 em CD3 em CD4 em CD3 em CD4

(%) (%) (%) (%) (%)
1 15 1,5 14,9 4,52 76,1 39,3
2 0,52 0,46 7,45 2,56 62,2 40,7
3 1,07 0,76 577 1,3 51,6 27,3
4 9.1 0,95 12 3 75,6 43,8
5 61.2 2,41 23 7,15 80,5 54,8
6 3,7 1,85 9 2,42 70,4 44
7 10,4 1,85 12,8 4,87 74,8 40,9
8 0.9 0,15 24,2 5,08 73,5 41,5
9 1.8 0,92 17,4 2,06 58,6 31,4
10 56.3 1,94 15,6 2,83 74,1 42.4
11 28.3 2,1 24,6 35,8 76,8 45,7
12 31.2 2,08 13,6 4,39 80,3 53,6
13 0.42 3,562 6,73 4,48 71,8 48,3
14 53.5 0,99 9,61 2,42 65,5 35,2
15 0,7 1,46 17,4 3 68 30,4
16 34,4 4,62 21,7 6,1 75,2 47 1
17 0,7 2,17 17,1 5,76 77,5 47 1
18 0,6 3,22 8,7 4,26 75,1 48,9
19 7.2 2,8 11,2 4,27 75 54,2
20 0,1 1,9 8 2,6 67 38,1
21 25,8 8,42 36,4 13,9 89,3 56,9
22 13,3 5,12 411 8 77,4 33,2
23 0 6,46 40,4 11,5 89,5 49,3
24 1,82 6,6 45 8,84 83,9 35,5
25 9,5 2,66 36,8 9,66 82,5 42,8
26 8 5,48 33,8 9,54 74,6 39,6
27 0,7 3,5 35,9 52 77,5 35,9
28 15,6 15,6 36,1 19,2 90,2 51,1
29 50,4 12,9 28,9 16,5 81,8 47 .4
30 12,9 28,4 55,6 32,8 89,1 62,4
31 0,4 31,2 55,7 39,6 92,3 57,9
32 0,3 11 20,6 11 71,5 42,7
33 26,2 6,76 18,4 9,49 79,9 47 1
34 2,13 8,38 26,5 11,1 68,5 36,7
35 6,32 4,05 15,6 5,24 75,7 32,7

correlagao
Spearman 0,3307 0,04512 0,08001 0,2696 0,01261

p= 0,0524 0,7969 0,6478 0,1174 0,9427
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ANEXO 17: Correlagao entre titulos de Anticorpo anti-tirosina fosfatase (anti-

IA2) e expressao dos receptores de interleucinas de cadeia gama comum

pacientes Anticorpo Expressao Expressdo Expressiao Expressao Expressao
DM1A anti-lA2 delL-21R delL-21R delL-2Ra delIL-2Ra de IL-2RB
(Ul/ml) em CD3 em CD4 em CD3 em CD4 em CD3 (%)

(%) (%) (%) (%)
1 2.1 17,9 6,31 17,8 8,07 10,1
2 0,2 6,24 1,92 6,1 3,41 3,55
3 9,8 12,9 2,62 10,6 3,51 8,39
4 7.74 22,1 8,2 19,4 1,3 9,6
5 0.11 11,9 5,28 12,2 7,5 7,76
6 1,6 15,3 6,36 12,2 7,19 7,67
7 0,7 16,9 6,69 11,6 7,29 8,1
8 23.3 26,5 7,06 12 3,15 10,8
9 19.5 23 5,95 10,7 2,58 14,6
10 11.9 29 10,1 16 5,74 15,7
11 451 27,4 55 20,8 6,5 22,1
12 15.6 18 6,54 12,5 8,07 10,5
13 2.7 14,4 9,93 7,85 6,07 7,14
14 1.07 16,9 5,75 14,4 7,96 6,78
15 27,9 28,7 7,86 19,1 7,14 13,1
16 3,2 30,6 13,2 17,5 7,5 18,9
17 16,4 19,6 6 16,8 7,23 15,4
18 11,6 21 11 10,1 6,34 10
19 7.9 19,6 8,51 12,5 7,7 11,8
20 8,2 22,4 8,7 13,7 8,7 10,3
21 10,7 41,5 17,2 37,5 15,5 30,9
22 27,5 47,8 13,7 38,1 8,4 39,2
23 0,4 47,3 17,7 35,1 10,4 34,5
24 >100 53,6 13,6 451 10,4 471
25 0 28,9 10,9 14,3 5,19 17,1
26 11,4 34,4 9,67 23 1,73 31,2
27 1,1 44.8 11,4 39 9,5 34,8
28 0,1 52,4 27,8 38,4 21,3 35
29 5,9 46,4 24,2 29,6 16,6 28,7
30 0 63,4 39 53,4 35,3 50,2
31 0,4 62,6 43,1 49,9 34,5 47,7
32 0,5 38,4 20,5 22,9 15,3 23,9
33 8,08 26,9 13,5 19,3 11,7 16,9
34 15,11 46,1 19,3 28,3 14,2 26
35 2,73 29,3 10,2 17,7 7,8 14,9
Correlagéo -0,1247 -0,08729 -0,1457 -0,1734 -0,3162
Spearman

p= 0,4754 0,6181 0,4035 0,3191 0,0642
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ANEXO 17 (continuagao): Correlacao entre titulos de Anticorpo anti-tirosina
fosfatase (anti-IA2) e expressao dos receptores de interleucinas de cadeia

gama comum

pacientes Anticorpo Expressdo de Expressdao de Expressao de Expressao de

DM1A anti-lA2 IL-2RB em IL-4R em IL-4R em CD4 IL-7R em CD3
(Ul/ml) linfécitos linfécitos T (%) (%)
TCD4 (%) CD3 (%)
1 2.1 1,5 14,9 4,52 76,1
2 0,2 0,46 7,45 2,56 62,2
3 9,8 0,76 5,77 1,3 51,6
4 7.74 0,95 12 3 75,6
5 0.1 2,41 23 7,15 80,5
6 1,6 1,85 9 2,42 70,4
7 0,7 1,85 12,8 4,87 74,8
8 23.3 0,15 24,2 5,08 73,5
9 19.5 0,92 17,4 2,06 58,6
10 11.9 1,94 15,6 2,83 741
11 451 2,1 24,6 35,8 76,8
12 15.6 2,08 13,6 4,39 80,3
13 2.7 3,52 6,73 4,48 71,8
14 1.07 0,99 9,61 2,42 65,5
15 27,9 1,46 17,4 3 68
16 3,2 4,62 21,7 6,1 75,2
17 16,4 2,17 17,1 5,76 77,5
18 11,6 3,22 8,7 4,26 751
19 79 2,8 11,2 4,27 75
20 8,2 1,9 8 2,6 67
21 10,7 8,42 36,4 13,9 89,3
22 27,5 5,12 41,1 8 77,4
23 0,4 6,46 40,4 11,5 89,5
24 >100 6,6 45 8,84 83,9
25 0 2,66 36,8 9,66 82,5
26 11,4 5,48 33,8 9,54 74,6
27 1,1 3,5 35,9 5,2 77,5
28 0,1 15,6 36,1 19,2 90,2
29 59 12,9 28,9 16,5 81,8
30 0 28,4 55,6 32,8 89,1
31 0,4 31,2 55,7 39,6 92,3
32 0,5 11 20,6 11 71,5
33 8,08 6,76 18,4 9,49 79,9
34 15,11 8,38 26,5 11,1 68,5
35 2,73 4,05 15,6 5,24 75,7
Correlacao
Spearman 0,2923 -0,1656 -0,1956 -0,3308

p= 0,0884 0,3417 0,2601 0,0522
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ANEXO 18: Expressao relativa do gene do receptor da interleucina 21
(IL-21R) por PCR em tempo real em pacientes portadores de DM1A
divididos em tercis de acordo com valores de expressdo de IL-21R por

citometria de fluxo em linfécitos T CD3+

Expressao relativa Expressao relativa Expressao relativa

de IL21R de IL21R de IL21R
Tercil superior Tercil médio Tercil inferior
0,63 3,16 0,51
2,55 0,99 0,66
0,49 1,01 0,97
0,6 2,04 0,62
0,39 0,45 1,11
1,06 1,51 0,68
0,6 1,62
média 0,90 1,47 18
Desvio-padrao 0,69 0,83 1,15

ANOVA p=0,4615
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ANEXO 19: Expressao relativa do gene da cadeia alfa do receptor da
interleucina 2 (IL-2Ra) por PCR em tempo real em pacientes portadores de
DM1A divididos em tercis de acordo com valores de expressado de IL-2Ra

por citometria de fluxo em linfocitos T CD3+

Expressao relativa Expressao relativa Expressao relativa

de IL-2Ra de IL-2Ra de IL-2Ra
Tercil superior Tercil médio Tercil inferior
1,3 1 0,3
1,3 0,69 1,16
0,9 0,76 1,21
0,49 0,3 0,8
1,61 1,08 0,59
0,3 0,48 2,1
2 0,4 1,25
0,63 0,48
média 1,06 0,67 0,98
Desvio Padréao 0,58 0,29 0,57

ANOVA p=0,32
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ANEXO 20: Expresséao relativa do gene da cadeia beta do receptor da
interleucina 2 (IL-2RB) por PCR em tempo real em pacientes portadores de
DM1A divididos em tercis de acordo com valores de expressado de IL-2R[3

por citometria de fluxo em linfocitos T CD3+

Expressao relativa Expressao relativa Expressao relativa

de IL-2RB de IL-2RB deIL-2R B

Tercil superior Tercil médio Tercil inferior
1,81 1,36 0,85
1,61 0,76 0,36
0,49 1,25 3,39
1,7 0,2 1,58
0,3 0,48 1,16
2 0,4 11,35
0,63 1,36 0,86
1,08 1,43
média 1,22 0,86 2,62
Desvio Padrao 0,71 0,46 3,64

ANOVA p=0,26
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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