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Resumo

A diabetes tipo | (DTI) ¢ a terceira doenga croénica infantil mais
prevalente, afectando em algumas populagdes 0.4% das criangas. A
vasta maioria dos casos de DT resulta do processo autoimune
que conduz 2 destruig¢io das células § do pancreas, fenémeno com-
plexo influenciado por multiplos factores genéticos e ambientais.
O factor genético com maior impacto na susceptibilidade a DT1 é
o complexo maior de histocompatibilidade (CMH) através de ha-
plétipos de protecgio e de predisposicio. Outros factores genéticos
importantes mas com efeitos bastante mais modestos tém sido as-
sociados a DT| como sejam os genes insulina, PTPN22 e CTLA-4.
Detectar e confirmar a associagdo destes e outros genes a DT
constitui apenas um passo de uma estratégia mais abrangente que
inclui a identificagdo das variantes alélicas que conferem suscepti-
bilidade a doenca e a determinagido das consequéncias biologicas
que lhes estdo associadas. A identificagdo e estudo dos factores ge-
néticos que conferem susceptibilidade a DT tém contribuido para
desvendar a génese de outras doengas autoimunes.

Espera-se que esta investigagdo conduza a uma melhor compreen-
sdo da fisio-patologia da DT e a identificagio de genotipos que
controlam mecanismos moleculares e celulares passiveis de consti-
tuir alvos de intervengdes terapéuticas e preventivas.

Abstract

Diabetes type | (DTI) is the third more prevalent paediatric chro-
nic disease, affecting in certain populations 0,4% of the children.The
vast majority of DT cases results from an autoimmune process that
leads to the destruction of the pancreas beta cells,a complex phe-
nomena influenced by multiple genetic and environmental factors.
The genetic factor with most impact in the susceptibility to DTI is
de major complex of histocompatibility (MCH) through protection
and predisposition haplotypes. Other important, but with more
modest effects, genetic factors associated to DT are the insulin,
PTPN22 and CTLA-4 genes.

Detecting and confirming the association of these and other genes
to DT represents only a step in a more encompassing strategy that
includes the identification of the allelic variants that give susceptibili-
ty to the illness and the determination of the associated biological
consequences. The identification and the study of the genetic factors
that give susceptibility to DT have contributed to reveal the gene-
sis of other autoimmune diseases.

It is expected that this type of research will lead to a better compre-
hension of the pathophysiology of DTI and to the identification of
the genotypes that control molecular and cellular mechanisms that
could constitute targets for therapeutic and preventive interven-
tions.

ETIOLOGIA

A diabetes tipo | (DT1) é uma doenga que resulta da des-
trui¢do autoimune das células 3, produtoras de insulina nos
ilhéus de Langerhans pancredticos. As causas da doenga es-
tdo ainda por esclarecer e multiplos factores tém sido pro-
postos, uns predispondo, outros prevenindo o desenvolvi-
mento da doencga. Estudos genéticos em familias e em gé-
meos mostram que a diabetes tipo | é geneticamente deter-
minada. A observa¢ido de que ha familias mais afectadas do
que outras, podera dever-se quer a partilha de factores
genéticos como de ambientais, pelo que estudos em gémeos
s3o Uteis para determinar a natureza etioldgica da doenga. A
baixa taxa de concordancia da doenga em gémeos
homozigéticos (40-50%) permite inferir a existéncia de fac-
tores ambientais que influenciam o desenvolvimento da doen-
ca (Kyvik et al., 1995). Por outro lado, em gémeos dizigdticos
a taxa de concordancia é semelhante a frequéncia da doenga
entre irmaos (5-10%), sendo por outro lado cerca de |5
vezes superior a prevaléncia da doenga na populagio em
geral (0,2-0,4%) (Hirshhorn et al., 2003). Esta analise é con-
gruente com a presenca de um componente genético na
DT e sugere que os factores de susceptibilidade genética
explicam cerca de 50% do risco de desenvolver esta doenca,
conferindo um risco genético (As) |5 vezes superior em
relagio a populagio normal (Pociot et al, 2002). Assim, a
DTl é uma doenga multi-factorial em que o risco de con-
trair doenca esta fraccionado em factores genéticos e nao
genéticos.

EPIDEMIOLOGIA

A incidéncia da diabetes tipo | tem aumentado considera-
velmente nas ultimas trés décadas em diversas populagdes e
actualmente afecta 0,4% da populagio europeia. As razdes
subjacentes a este aumento de incidéncia nio estio deter-
minadas. Contudo, tem ganho peso a hipétese de um aumen-
to da penetrancia de alelos de susceptibilidade a diabetes,
como resultado de alteragdes em factores ambientais (Group,
E. A. S., 2000). Por outro lado, a introdugdo da terapéutica
com insulina na década de 1930, resultou no aumento do
numero de individuos portadores de configuragdes genéti-
cas de susceptibilidade, o que também pode trazer uma con-
tribuicdo para o aumento da incidéncia da doenca.

Nos paises em desenvolvimento e nas dreas rurais a incidén-
cia de doengas autoimunes, incluindo a DT ¢ significativa-
mente mais baixa do que nos paises desenvolvidos e nas
areas industrializadas (Group, E. A. S., 2000). De facto, pode
observar-se um gradiente Norte-Sul em que a incidéncia de
DT decresce de Norte para Sul no hemisfério Norte e, de
Sul para Norte no hemisfério Sul. Além disso, foi sugerido
que em popula¢des emigradas a incidéncia da doenga é mais
semelhante a do pais de acolhimento do que a do pais de
origem (Bodansky et al., 1992). Estas observa¢bes incorpo-
ram a “hipotese de higiene” segundo a qual as infecgdes nos
primeiros anos de vida desempenham um papel protector
na prevencao das doengas autoimunes e postulando que o
principal factor para o aumento da incidéncia das doencas
autoimunes é a redugio da incidéncia das doencas infec-



Figura | - Evolugio e especificidade do processo insulitico, demonstrando
que o infiltrado linfocitario leva a completa destrui¢ao das células produtoras
de insulina (coradas a castanho por immunohistoquimica no painel superior)
deixando intactas células produtoras de glucagon (coradas a castanho por
immunohistoquimica no painel inferior).

ciosas nos paises desenvolvidos. De facto, modelos animais
que desenvolvem espontaneamente diabetes tipo | como é
o caso do ratinho “Non Obese Diabetic” (NOD), mostram
que a doenca pode ser prevenida por infeccio deliberada
por virus (Oldstone, et al., 1990), bactérias (Martins et al,
1999) ou helmintes (Cooke et al.,1999).

INFLUENCIAS AMBIENTAIS

Os estudos epidemioldgicos que ao longo das dltimas déca-
das evidenciam aumentos drésticos da incidéncia da DTI,
tém motivado a investiga¢do sobre factores ambientais com
papel diabetogénico, mas pouco se sabe sobre a sua natureza
especifica. Os virus e os factores nutricionais, como a pro-
teina do leite de vaca, foram indiciados como factores de-
sencadeantes da DT, mas na sua maior parte estas obser-
vacdes nao tém sido confirmadas por estudos ulteriores.
Apesar da controvérsia existente, é possivel que a exposicao
a antigénios virais especificos e/ou a superantigénios possa
provocar a activacdo de células T por reactividade cruzada
com auto-antigénios (fenomeno conhecido por mimetismo
molecular) conduzindo ao inicio da doenga autoimune em
individuos geneticamente susceptiveis. Assim, a identificagdo
de factores nao hereditirios permanece um desafio e cons-
tituira um elemento importante para a compreensao da sua
interacgdo com os factores genéticos e para o esclarecimen-
to da etiologia da diabetes tipo |.

IMUNO-PATOGENESE

O processo autoimune, que na diabetes tipo | leva a destrui-
¢do especifica das células B produtoras de insulina nos ilhéus
de Langerhans pancreaticos, resulta da intervengiao de multi-
plos componentes. Assim, as células B produzem auto-anti-
corpos para antigénios presentes nas células 3. Por sua vez,
estes auto-antigénios sdo captados e processados por célu-
las apresentadoras de antigénios (APC) tais como, células den-
driticas, macrofagos ou mesmo células B que migram para os
ganglios linfaticos. No microambiente dos ganglios linfaticos,
as APC apresentam os auto-antigénios a células T auto-re-
activas que sofrem activagao e expansao clonal e migram pa-
ra o pancreas, onde sio capazes de atacar especificamente
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as células B dos ilhéus pancredticos (Mandrup-Poulsen, 2003).
O processo de invasiao por células mononucleares que ocor-
re nos ilhéus de Langerhans pancreaticos, e que resulta nu-
ma reac¢ao inflamatéria denominada insulite (Figura 1), con-
duz a destruicio da massa de células B pancredticas (Cnop
et al,, 2005). Nao sdo claras as causas desta desregulagio
autoimune na DT | mas é provavel que os factores patogéni-
cos actuem a diferentes niveis alterando os mecanismos de
inducdo e manutencgio da tolerancia imunolégica. Assim, o
estudo da etiopatogenia das doengas autoimunes tem-se cen-
trado na investigagio de anomalias manifestadas durante o
desenvolvimento dos repertérios imunolégicos nos 6rgios
linfoides primarios e da regulacdo da activacao linfocitaria na
periferia.

Tolerancia Central

Os mecanismos de selec¢do timica tém sido intensamente
investigados na procura de anomalias que justifiquem o de-
senvolvimento e maturagdo das células T envolvidas no ata-
que autoimune as células B na DTI. De facto, no ratinho
NOD a peculiaridade da morfologia do epitélio timico, as
altera¢des da dindmica da selecgao timica e sobretudo a pre-
senca de moléculas do complexo de maior histocompatili-
dade (CMH) que predispdem a doenca, poderio ser respon-
sdveis por desvios nos mecanismos timicos de indugio de
tolerancia central constituindo provavelmente componentes
cruciais do processo diabetogénico.

A estrutura das moléculas do CMH pode condicionar os
limiares de afinidade para a selec¢do timica se a estabilidade
da sua ligagcdo a péptidos estiver afectada. Estes condiciona-
mentos estruturais podem estar na origem da forte associa-
¢30 do locus CMH a muitas doengas autoimunes. A eficicia
da selecgdo timica pode também ser afectada por alteragdes
de sensibilidade dos timocitos a indu¢io de apoptose. A re-
sisténcia a sinais de delec¢do no timo do ratinho NOD foi
descrita em varios sistemas experimentais que representam
sinais de selec¢do positiva (Penha Gongalves et al.,1995; Berg-
man et al., 2001a) e negativa (Kishimoto et al., 2001; Lesage
et al,, 2002) ou de expansio homeostatica (Bergman et al.,
2001b).A resisténcia dos timocitos NOD aos sinais de apop-
tose poderio representar diferentes anomalias genéticas que
se manifestam na incapacidade de induzir a expressao de pro-
teinas pré-apoptdticas, como por exemplo a proteina Bim,
durante a estimulagio antigénica no timo (Liston et al., 2004).

Tolerancia Periférica

Apesar da eficicia dos mecanismos centrais de inducdo de
tolerancia, existem células auto-reactivas no sistema imune
periférico de individuos saudaveis que podem dar origem a
reacgdes autoimunes, o que indica que normalmente estas
células sdo mantidas sob controlo na periferia (Romball et
al., 1984; Whiteley et al., 1990). Os mecanismos periféricos
de indugido de tolerincia incluem a delec¢io de células auto-
reactivas activadas ou a sua supressao funcional por células
T reguladoras (Van Parijs et al., 1998).
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De facto, os defeitos nos mecanismos de inducio de apop-
tose dos linfocitos periféricos que observamos nos linfoci-
tos dos ratinhos NOD (Colucci et al., |997) poderio ter um
papel relevante na evasdo a estes mecanismos tolerogénicos.
Estas observacdes tém paralelo em estudos realizados em
doentes com DT, sublinhando a importancia da resisténcia
dos linfocitos periféricos a apoptose como mecanismo pa-
togénico na doenca autoimune (Giordano et al., 1995: Dosch
et al.,, 1999).

Por outro lado, a activagdo das células T do ratinho NOD
parece ocorrer em condigdes de co-estimulagio sub-6pti-
ma. Na verdade, as moléculas das vias de co-estimulagio
como CD28 e CTLA4 (Colucci et al.,, 1997) sio expressas
a baixos niveis nas células T do ratinho NOD, e as molécu-
las co-estimuladoras lcos (Herman et al, 2004) e PD-I
(Ansari et al.,2003) demonstraram ser capazes de interferir
com o decurso do processo diabétogenico.

Nos ultimos anos, a intensa investigagdo sobre as fungdes
imunoreguladoras tem contribuido para a no¢io de que as
células T reguladoras estio comprometidas nas doengas au-
toimunes. As diferentes sub-populagdes fenotipicas de célu-
las T com propriedades reguladoras foram escrutinadas no
ratinho NOD, nomeadamente as células T CD4+ CD25+ e
as células TCRaf+CD47CD8™ Nkl.I+(células NKT).A po-
pulagdo de células NKT no ratinho NOD parece estar re-
duzida 2 a 4 vezes (Baxter et al., |997) e estas células reve-
laram um efeito protector da diabetes em experiéncias de
reconstituicdo por transferéncia celular (Hammond et al,
1998; Lehuen et al., 1998) ou por transgénese (Duarte et al,
2004). Quando comparados com estirpes normais, os rati-
nhos NOD prediabéticos tém menor populagio de células
T reguladoras CD4+ CD25+ (Salomon et al., 2000) e estas
células demonstraram ser capazes de prevenir manifestagdes
autoimunes em experiéncias de transferéncia celular (Chen
et al, 2003). Em consonancia, estudos comparando doentes
de DT| com controlos sauddveis mostram um decréscimo
das fungbes reguladoras das células CD4+CD25+ nos indi-
viduos doentes e uma sensibilidade particular destas células
para a apoptose espontdanea em individuos com diabetes de
inicio recente ou em familiares em risco de doenga (Lindley
et al., 2005; Glisic-Milosavljevic et al., 2007).

As fungbes de imunoregulagio podem ser mediadas por ci-
tocinas, 0 que constitui um importante mecanismo de mo-
dulagdo da actividade linfocitaria. Células T “naive” podem
ser activadas por citocinas segregadas por células do sistema
imune inato em fases precoces da resposta imune. Estas ci-
tocinas tém a capacidade de estimular diferentes mecanis-
mos efectores mediados pelas células T e de polarizar as
células CD4+ para reposta tipo Th1 ou Th2.A influéncia das
citocinas no desenvolvimento da DT foi intensamente es-
tudada no ratinho NOD e foi sugerido que a progressio de
insulite para diabetes podera ser promovida por desequi-
librios entre citocinas (Charlton et al.,1995; Liblau et al,
1995). A andlise da expressdo de citocinas nos infiltrados
pancredticos mostrou que as citocinas pro-inflamatérias (IL-1,
IFNo and TNFa) e de tipo |(IFNy, TNFB, IL-2 and IL-12)
podem estimular a destruicdo das células B enquanto as

citocinas de tipo 2 (IL-4 and IL-10) e tipo 3 (TGFP) tém um
papel inibidor. Contudo, algumas experiéncias tém demons-
trado que a administragio de IL-1,IL-2 e TNFJ levaram a um
decréscimo de diabetes enquanto que a expressio intra-
ilhéus da citocina anti-inflamatéria IL-10 teve um efeito de
aceleracio da diabetes. Estes efeitos contraditérios revelam
que os mecanismos pelos quais as citocinas podem influen-
ciar o curso da doenca necessita de melhor clarificagdo e
que a relevancia dos desequilibrios de citocinas na DT| n3o
estdo suficientemente elucidados.

Células B e Auto-anticorpos

Apesar da DT ser mediada por células T, o compartimento
B parece estar comprometido e hd evidéncias de que as
células B tém um papel acelerador da doenga no ratinho
NOD e de que os auto-anticorpos caracteristicos da doen-
¢a podem ter um papel de amplificagio nos estadios iniciais
do processo autoimune. Na DT, os auto-antigénios conhe-
cidos incluem a insulina, a descarboxilase do acido glutami-
co (GADG5) e antigénios dos ilhéus de Langerhans como o
antigénio insulinoma 2 que representa a fosfatase 512 (IA-2 -
insulinoma-antigen 2). Os anticorpos anti-insulina sio mar-
cadores Uteis da gravidade da doenga, quando detectados
antes do tratamento com insulina. Os anticorpos anti-GAD65
s3o os que persistem mais tempo apés o diagnédstico e po-
dem ser Uteis para confirmar a etiologia autoimune em ca-
sos de evolugio prolongada. Sinais de auto-reactividade con-
tra as células 3, na forma de auto-anticorpos circulantes ou
revelados por disfuncdes das células B pancreiticas, ocor-
rem anos antes do aparecimento de manifestagdes clinicas
de diabetes tipo |.Varios estudos tém demonstrado corre-
lagcbes entre presenca de auto-anticorpos e alelos HLA, su-
gerindo que o gendtipo HLA pode ter um efeito determi-
nante na geragiao de auto-anticorpos contra auto-antigénios
especificos na diabetes tipo 1. Em suma, o processo auto-
imune na DT parece envolver a geracao de células T auto-
reactivas, a fungdo das células T reguladoras no controlo da
auto-agressio, as fungdes de apresentacdo de antigénio e os
mecanismos de producdo de auto-anticorpos. A dissec¢io
destes componentes patogénicos podera ser facilitada se a
eles forem associados factores genéticos que se sabe con-
tribuirem para a DTI. A investigacdo de correlagdes entre
imuno-fendtipos e factores genéticos de susceptibilidade a
diabetes, em que o laboratério do Dr. Dan Holmberg foi
pioneiro, foi seguida por muitos investigadores como forma
de evidenciar a relevancia dos processos biolégicos acima
mencionados na patogénese da DTI.

FACTORES GENETICOS
Susceptibilidade Genética
A quebra abrupta do risco familiar de contrair a doenca a
medida que diminui o grau de parentesco com um doente

DT, sugere que o componente genético da doenga depen-
de da heranca combinada de multiplos factores genéticos,



em que o efeito de cada locus sera relativamente reduzido.
Por esta razao e apesar de alguns genes envolvidos na DT
serem ja conhecidos a identidade da maior parte dos genes
envolvidos na susceptibilidade genética a doenga permanece
desconhecida.

A investigacdo dos factores genéticos da DT foi iniciada
por estudos de mapeamento genético em que a localizagio
gendmica dos loci de susceptibilidade é estabelecida através
da identificagdo de regides que sio partilhadas por pares de
irmaos diabéticos numa frequéncia mais alta do que os es-
perados 50%. Esta abordagem posicional permitiu identificar
dezoito loci de susceptibilidade a diabetes, designados IDDM|
a IDDMI8 (Davies et al., 1994). Contudo, devido a falta de
poder estatistico destes estudos alguns loci IDDM sao hoje
considerados como artefactos estatisticos (Cox et al.,2001).
O estudo detalhado de alguns IDDM loci tem levado a iden-
tificacdo de genes considerados candidatos a participarem
na etiopatogenia da DT . Este genes candidatos sao testados
para confirmar a sua associa¢do a DT, avaliando se poli-
morfismos genéticos nessas regides génicas tém diferentes
frequéncias alélicas em doentes DT| quando comparados
com controlos. Até hoje, todos os genes em que foi confir-
mada uma associagdo genética a DT foram identificados
pela abordagem de genes candidatos funcionais. Contudo,
esta abordagem exige um conhecimento prévio da fungiao dos
genes a estudar e sobre o seu possivel envolvimento na pato-
génese da doenca.

Complexo de Histocompatibilidade Maior

O primeiro locus candidato estudado e associado a DT foi
a regido Human Leucocyte Antigen (HLA) no cromossoma
6p21.3 e é designado IDDMI. Este locus constitui o principal
factor genético de risco para a diabetes tipo |, conferindo
40 a 50% do risco hereditario da doenga. O HLA represen-
ta um grupo de genes codificando para proteinas de super-
ficie divididas na classe | (A, B, C) e classe || (DPDQ,DR). O
alto grau de polimorfismo genético destas proteinas nao
tem paralelo nas populagdes humanas.

Estudos genéticos revelaram que a regido |l tem uma con-
tribuicdo significativa para a susceptibilidade a DT, atribui-
vel sobretudo aos genes DR e DQ. Contudo, ¢ dificil avaliar a
importancia relativa de cada gene e detectar pequenos efeitos
de outros genes nesta regiao devido ao pronunciado efeito de
“linkage desiquilibrium”. Assim, estudos genéticos em cauca-
sianos demonstraram que o haplétipo DQBI#0302-A1*%0301
(DQ8) confere o risco mais elevado, com um efeito dia-
betogénico aditivo se o alelo DRBI*0401 (DR4) for herda-
do como parte do haplétipo. Cerca de 40% dos doentes de
DT recém-diagnosticados t&ém um maior risco genético con-
ferido pela combinagio genotipica DQBI*0301-A1*0301/-
DQBI*0201-A1*0501 (DQ8/DQ?2) que, por outro lado esta
presente em apenas 3% da populagdo normal. Por causa do
efeito de “linkage desiquilibrium” este genétipo quase sem-
pre implica a heterozigotia DR4/DR3 (Quadro ). Em contras-
te, outros alelos tém sido descritos como factores de associa-
¢do negativa (efeito protector) para a diabetes tipo |,como é
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Quadro I - Risco genético conferido por combinagées diferrentes
haplotipicas dos genes DR e DQ e respectiva frequéncia em popu-
lagdes caucasianas.

Risco genético HLA-DR DQBI Frequéncia (%)
Alto (1:15) 3/4 0201/0302 24
Moderado 4/x 0302/x 12.7
(1:60-1:200) 4/4 0302/x 3.0

33 0201/0201 1.4
Baixo (1:300) 3% 0201/X 125

3/4 0201/n3o 03

o caso do haplétipo DRI#1505-DQB1*0602-A1*+0102 (DQ6)
que esta presente em menos de 1% dos doentes diabéticos
mas em aproximadamente 20% da populagao normal (Pug-
liese et al., 1995).

Ao nivel molecular, os alelos de risco para DT| contém
polimorfismos nao-sinébnimos nos exdes 2 da cadeia o da
molécula DR e das cadeias o0 e B da molécula DQ. O po-
limorfismo mais caracteristico é a auséncia de acido asparti-
co na posi¢do 57 da cadeia § da molécula DQ. O papel do
Complexo de Histocompatibilidade Maior (CHM) foi inten-
samente investigado em modelos animais. No ratinho NOD
também se encontra um polimorfismo no ex3o 2 da cadeia [3
da molécula A da classe Il do ratinho (ortéloga de DQ), que
codifica para um aminoacido n3o-aspartico (serina) na posi-
¢do 57 (Acha-Orbea et dal, 1987). Os alelos do CHM de
estirpes resistentes a diabetes conferem total protec¢io a
estirpe NOD, e tém sido colhidas evidéncias de que os ge-
nes da classes |l do CHM sio ineficientes na indugdo da tole-
rancia imunoldgica central e periférica. Nestas condigdes, a
contribuicdo do CHM para o ataque imunoldgico as células 3
do pancreas poderia ser potenciada pela presenca de ano-
malias em outras fungdes imunolégicas conferidas por ou-
tros factores genéticos.

Loci Externos ao CHM

Os haplétipos HLA que conferem alto risco de DT| ocor-
rem na populagio geral em frequéncia apreciavel, mas ape-
nas uma fracgio destes individuos desenvolve a doencga. Por
outro lado, 25% dos irmaos de doentes diabéticos nio par-
tilham o haplétipo HLA de risco do irmao doente.Ainda as-
sim, estes individuos tém um risco de desenvolver DT sete
vezes superior ao da populacdo geral. Uma vez que o risco
genético da DTI| é aproximadamente |6, infere-se que o
locus HLA explicara cerca de 40 a 50% do risco genético na
DTI.Assim, a identificacdo de factores genéticos nao-HLA,
que poderio ter efeitos individuais reduzidos, sera impor-
tante para a compreensao da patogénese da DT1.Trés loci
nao-HLA de susceptibilidade a DT | foram estabelecidos com
base no seu efeito directo sobre o risco de doenga, o locus
insulina com um odds ratio de 1,9, o locus CTLA4 com odds ratio
1,2 e o locus PTPN22 com odds ratio de 1,8 (Quadro II).
Contudo, os loci responsaveis por uma significativa fracgio
da agregacio familiar na diabetes tipo | continua por identi-
ficar.
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Locus Insulina

O gene da insulina mapeia dentro do locus IDDM2 no cro-
mossoma | 1pl15.5 que é representado por polimorfismos
genéticos na regido promotora do gene da insulina (INS)
que foi repetidamente associado a DTI. Este polimorfismo
consiste na variagdo do numero de repeticdes em tandem
(VNTR, ou minisatélite) de um motivo nucleotidico de 14bp
de DNA localizado 365bp a montante do inicio do gene INS
(Figura 2). Este polimorfismo mostra uma distribuicdo bi-
modal com alelos entre as 30-60 repeti¢des (classe I) ou ale-
los entre 120-170 repeticdes (classe lll), sendo os alelos
intermédios relativamente raros (classe Il). Os alelos da clas-
se |ll parecem ter um efeito protector dominante uma vez
que o risco de contrair doen¢a do portador de um destes
alelos é 2-3 vezes inferior ao risco de um portador de dois
alelos da classe I.

Pela sua localizagdo a montante do promotor do gene INS
os seus efeitos sdo provavelmente mediados pelos niveis de
transcricio do gene associados aos diferentes alelos. De
facto, parece ser a nivel do timo, mais do que no pancreas
que o VNTR-INS exerce importantes efeitos biologicos. Os
alelos que predispéem a DT estio associados a um de-
créscimo de 2-3 vezes do nivel de expressio do gene da
insulina no timo. Se a presenca de insulina no timo esta liga-
da a indugio de tolerancia, entdo o decréscimo de expres-
s3o de insulina permitira que células T que reconhecem au-
to-antigénios derivados da insulina possam escapar aos me-
canismos de delecgio.

Este locus de susceptibilidade parece ndo estar representado
nos ratinhos NOD. No entanto, ratinhos NOD com cons-
trugbes genéticas que permitem expressar reduzidas quan-
tidades de insulina no timo mostraram marcada aceleragiao
do processo de insulite e diabetes.

Locus CTLAA4

O gene CTLA4 codifica para uma proteina da superfamilia
das imunoglobulinas que é expressa especificamente nas cé-
lulas T apés activagio. O CTLA4 é um receptor que medeia
um sinal de supressdo de activagao celular, em células T que
estdo em contacto com células apresentadoras de antigénio.
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Figura 2 - A sequéncia repetida (VNTR) na regido que regula a expressio
do gene da insulina possui alelos com poucas repetigdes que conferem sus-
ceptibilidade a DT e alelos com muitas repeti¢des que conferem protecgdo
(VNTR- Variable Number Tandem Repeat).

Quadro Il - Localizagdo, frequéncia alélica e risco conferido por
polimorfismos genéticos nucleotidicos localizados no genes da
insulina, CTLA4 e PTPN22.

Localizacdao Frequéncia

Gene do SNP alélica (%) ~ Odds ratio
Insulina Regido promotora 18,2 1.9
CTLA 4 Regido 3' 427 12
PTPN22  Sustituicio R260W 14,5 1.7

Este gene apresenta-se como um excelente candidato no
controlo da autoimunidade mediada por células T devido ao
seu envolvimento no controlo do estado de activagio das
células T e a sua relagio com a apoptose induzida por acti-
vacdo, bem como pela sua expressdo constitutiva na sub-
populagio de células T com fungdes imuno-reguladoras. A ab-
lagdo deste gene em ratinhos mostra um exuberante feno-
tipo de infiltragdo linfocitaria multi-organica.

O gene CTLA4 mapeia no cromossoma 2q33 dentro do
locus IDDMI2.A sua associagio com DT foi confirmada em
multiplos estudos. Polimorfismos mononucleotidicos (SNP)
na regidao 5, no exdo | e na regido 3’ deste gene foram asso-
ciados ndo sé a DT mas também a outras doencgas autoimu-
nes como a doenca de Graves e a tiroidite de Hashimoto. E
possivel que os polimorfismos na regidao 5’ e no exao | este-
jam implicados na regulacdo da expressio do CTLA4 mas o
papel dos polimorfismos na regiao 3’ é mais especulativo po-
dendo estar relacionado com a estabilidade do RNA men-
sageiro, com splicing alternativo ou com o mecanismo de
poliadenilagao. O papel deste locus no ratinho NOD foi evi-
denciado a propésito da resisténcia linfocitaria a apoptose
(Colucci et al., 2007) (Figura 3) e foi identificado como o fac-
tor de susceptibilidade murina do locus Idd5.1. Diferentes
polimorfismos neste gene tém sido associados a DTI e a
outras doengas autoimunes, pelo que a molécula CTLA4 é
tida como um componente central e geral da patogenia da
autoimunidade (Ueda et al., 2003 , Einarsdottir et al., 2003).

Locus PTPN22

O gene PTPN22 codifica a tirosina fosfatase de tipo nao-re-
ceptor 22 que ¢é especifica de linfocitos. Esta proteina supri-
me a activacao das células T defosforilando trés quinases en-
volvidas na sinalizagdo do sinal do receptor das células T e
interagindo com a tirosina quinase C-terminal (Csk) que
actua como supressora de quinases.A ablagio do gene orto-
logo de PTPN22 no ratinho leva a um aumento de células T
de memoria o que podera acentuar fenémenos autoimunes.
O gene PTPN22 mapeia no cromossoma |pl3.3-pl3.1 e foi
associado, em multiplos estudos,a DT | através de um SNP
que resulta numa substituicio da arginina na posi¢io 620
por triptofano. Esta substituicio mostrou ser responsavel no
lo receptor das células T. No entanto, um nimero apreciavel
de SNPs mapeiam em forte “linkage desiquilibrium” nesta
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Figura 3 - Expressio do gene CTLA4 em células T do timo de ratinhos
NOD em comparagio a ratinhos da estirpe controlo C57BI/6 (B6). Os per-
fis de citometria de fluxo mostram reduzida expressdo nas principais popu-
lagdes timicas do ratinho NOD.

regidao que contém mais seis genes, pelo que outros genes
nesta regidao poderio contribuir para a associagdo genética
evidenciada.

ARQUITECTURA GENETICA
DA DIABETESTIPO |

A diabetes tipo | tem uma componente genética de natu-
reza poligénica. Os factores genéticos até agora identificados
apenas explicam uma frac¢do da susceptibilidade genética
pelo que outros factores genéticos estardo ainda por iden-
tificar. No entanto, é provavel que alguns dos factores genéti-
cos mais relevantes para a DT estejam entre os loci ja iden-
tificados. O facto destes factores terem sido identificados
por associacdo da doenga a alelos que estdo representados
em alta frequéncia na populagdo, permite a interpretagio
que se tratam de variantes genéticas cujo papel diabetogéni-
co s6 é manifestado em contextos genéticos e ambientais de
predisposi¢dao para a DTI.

Do estudo destes loci parece emergir um cenario em que
alguns loci terdao um papel de predisposi¢io geral para auto-
imunidade enquanto outros parecem estar relacionados com
fenotipos especificos da DTI. De facto, os alelos do gene
CTLA4 e do gene PTPN22 que foram associados a DT
foram também associados a outras doengas autoimunes. Por
isso, estes loci tém sido propostos como factores de suscep-
tibilidade geral a autoimunidade (Einarsdottir et al., 2003;
Ueda et al., 2003, Smyth et al., 2004). Por coincidéncia, estes
dois genes expressam-se especificamente nas células T e am-
bos estdo relacionados com a regulagio negativa da activida-
de das células T. Os alelos destes genes associados com as
doengas autoimunes parecem conferir um deficiente controlo
negativo da activagao das células T. Emerge assim o conceito de
que disfungcdes nos mecanismos intracelulares necessarios a
estrita limitagdo do estado de activagio das células T sio um
factor geral de predisposicao as doencgas autoimunes.

Por outro lado,a determinagdo do fenétipo especifico de ca-
da doenca sera possivelmente conferido por outros factores
genéticos. No caso da DT, os alelos da insulina que foram
associados a doenga parecem ser um protétipo de um gene
que determina o alvo do ataque imune, e cuja variabilidade
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genética especifica a susceptibilidade 4 DTI. E interessante
verificar que os alelos associados a doenga parecem nio
alterar a fungdes fisioldgicas da insulina, mas estido associa-
dos a selecgio timica de células T reactivas a insulina.

Os haplétipos CHM reconhecidos como conferindo suscep-
tibilidade a DT n3ao parecem ser referencidveis como fac-
tores de susceptibilidade geral as doengas autoimunes. No
entanto, é neste caso mais dificil definir o seu papel pato-
génico dadas as multiplas fungdes das moléculas do CHM no
sistema imune. Na verdade, até ao momento nio foi possi-
vel distinguir se os alelos do CHM de susceptibilidade a DT
favorecerdo as reactividades de células T tipicas da DTI ou
se pelo contrario contribuem com uma afinidade promiscua
para uma gama de auto-antigénios que estao envolvidos em
diferentes doencgas autoimunes. No entanto, o facto de dife-
rentes haplétipos de susceptibilidade conduzirem a diferen-
tes padrdes de auto-anticorpos nos doentes com DT, bem
como o facto de diferentes haplétipos do CHM murino, quan-
do incluidos no mesmo fundo genético serem capazes de con-
ferir diferentes fenotipos autoimunes, indicam que os alelos
dos genes do CHM podem assumir um papel na especifica-
¢do do fenotipos autoimunes.

Uma fracgio significativa da componente genética da DT
ainda nio estd estudada e tem sido de dificil abordagem.
Estudos de linkage genético em diferentes populagdes foram
reprodutiveis na identificagdo de alguns loci como o CHM ou
a regido da insulina e CTLA4. Contudo, este ndo foi o caso
para um nUmero apreciavel de loci IDDM que foram iden-
tificados apenas em certas populagdes. Apesar da falta de
poder estatistico destes estudos poder justificar esta situa-
¢do, os resultados também podem reflectir uma componen-
te de heterogeneidade genética na DT conferida por alguns
destes loci.

Por outro lado, parte da susceptibilidade genética ainda nao
explicada poderd ser devida a factores genéticos que por
efeitos muito reduzidos que n3o foram identificados nos
estudos de linkage iniciais como foi o caso do gene candida-
to PTPN22. Nesta perspectiva, é interessante ressaltar o
interesse de loci genéticos como a IL2 (Podolin et al., 2000)
e CDI10I (Penha Gongalves et al., 2003) que foram identifi-
cados no ratinho NOD, mas cujas regides ortélogas em hu-
manos ndo foram referenciadas por estudos de linkage. Estes
genes e os processos bioldgicos em que estdo envolvidos
poderao constituir futuros alvos da investigagdo genética em
diabetes tipo |.

Assim, a progressiva elucidagdo do papel patogénico dos ge-
nes da DT ja conhecidos e a identificagio de novos facto-
res de susceptibilidade genética por certo reforcario a nogio
de que a diabetes tipo | constitui um paradigma da genética
das doengas autoimunes.
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