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RESUMO

Ficolinas sdo moléculas de reconhecimento do sistema complemento capazes de promover
opsonizagao, fagocitose e destrui¢do de patégenos mediado pela ativagdo da via das lectinas.
Polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) nos genes FCNI e FCN2, que codificam as
ficolinas 1 e 2, tém sido relacionadas com a susceptibilidade a doencas infecciosas e auto-
imunes. Nosso estudo teve como objetivo investigar a associagdo funcional dos
polimorfismos de base tinica (SNPs) ou tagSNPs entre FCNI e FCN2 e o desenvolvimento de
diabetes mellitus tipo 1 (DM1). Dois SNPs no gene FCNI, rs2989727 e rs1071583 e trés no
FCN2, rs17514136, 153124954 e rs7851696 foram estudados em 204 criangas e adolescentes
com diagnéstico de DM1 e 193 individuos saudédveis do Nordeste do Brasil. Nao encontramos
associagoes diretas com o desenvolvimento do DM1 ou com a insurgéncia de doencgas
relacionadas com DMI1, como doenca celiaca (DC) e tireoidite autoimune (AIDT). No
entanto, o gendtipo T / T (rs1071583) da FCNI foi associado com uma idade precoce quando
do diagndstico DM1 em comparacdo com C / C ou genétipos C / T (p = 0,02), em torno de
dois anos de diferenca. Assim, se a hipétese de que o gendtipo T / T (rs1071583) nao esta
diretamente envolvido nas etapas iniciais de DM inicio, mas, apds o gatilho induzir DM1, os
individuos com este gendtipo podem aumentar / acelerar a resposta autoimune contra células
— P do pancreas. Apesar dos nossos resultados indicarem importancia de FCNI no contexto
do DMI, estudos adicionais de réplicas devem ser realizados para esclarecer o papel da
ficolina no DM1.

Palavras-chave: Diabetes Mellitus tipo 1. Ficolinas. Autoimunidade. SNP. Sistema
Complemento.



ABSTRACT

Ficolins are innate immune proteins able to activate the complement system by the lectin
pathway. Single nucleotide polymorphisms (SNPs) of FCNI and FCN2 genes, encoding for
ficolin 1 and 2, have been related with susceptibility to infectious and autoimmune diseases.
Our study aims at investigating the association between FCNI and FCN2 functional of single
nucleotide polymorphisms (SNPs) or tagSNPs and the development of type 1 diabetes
mellitus (T1D). Two SNPs at FCNI, rs2989727 and rs1071583 and three at FCN2,
rs17514136, rs3124954 and rs7851696 were studied in 204 children diagnosed with T1D and
193 healthy individuals all from the Brazilian Northeast. No direct associations were found
with the T1D onset or with the insurgence of TI1D related celiac disease (CD) and
autoimmune thyroiditis (AIDT). However, the genotype T/T (rs1071583) of FCNI was
associated with an early age at T1D diagnosis compared with C/C or C/T genotypes (p =
0.02), around two years of difference Thus, we hypothesize that the T/T genotype
(rs1071583) is not directly involved in the initial steps of T1D onset, but, after the trigger
inducing T1D, individuals carrying this genotype could increase/accelerate the pancreatic
autoimmune response. Despite our results indicate some importance of FCNI in the context
of T1D, additional replica studies should be performed to clarify the role of ficolins in T1D.

Keywords: Type 1 Diabetes. Ficolins. Autoimmunity. SNP. Complement System.
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1 APRESENTACAO

O termo diabetes mellitus (DM) descreve uma desordem metabdlica de etiologia
multipla, caracterizada por hiperglicemia cronica com distirbios do metabolismo dos hidratos
de carbono, gordura e proteina resultantes de defeitos na secrecdo, ou na a¢ao da insulina, ou
em ambos. Os efeitos do DM incluem danos a longo prazo, disfungdo de varios 6rgaos,
especialmente olhos, rins, nervos, coragdo e vasos sanguineos. Varios processos patogénicos
estdo envolvidos no desenvolvimento do diabetes, estes vao desde a destruicdo autoimune das
células-p do pancreas, com consequente deficiéncia de insulina até anormalidades que

resultam na intolerdncia a insulina (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2014).

A classificagdo proposta pela Organizacio Mundial da Satide (OMS) e pela
Associacdo Americana de Diabetes (ADA), inclui quatro classes clinicas: DM tipo 1, DM tipo
2, outros tipos especificos de DM e diabetes mellitus gestacional sendo os principais 0s tipos
1 e 2. O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) ou nao insulino dependente € caracterizado pela
resisténcia a a¢do da insulina e estd frequentemente associado a sindrome metabdlica. Por
outro lado, o diabetes mellitus tipo 1 (DM1) é uma desordem que apresenta um componente
imunogenético intrinseco envolvido na sua patogénese, sendo classificado como uma doenca

multifatorial autoimune 6rgao-especifica (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2014).

O DM1 representa 5% a 10% dos casos de diabetes, e apesar de acometer individuos em
qualquer faixa etdria € mais frequente na infancia e adolescéncia sendo uma das doencgas
cronicas mais comuns em criangas e adolescentes. Dados recentes indicam que a incidéncia
do DM1 cresce em torno de 2% a 5% em todo o mundo e, anualmente, nos Estados Unidos,
aumenta cerca de 5.3%. Se as tendéncias atuais continuarem, a duplicacdo de novos casos de
DMI1 em criangas européias, menores de 5 anos, estd previsto para até 2020, e a prevaléncia
de casos em individuos menores de 15 anos ira aumentar em torno de 70% (ROGLIC et al.,

2004).

No Brasil, existem poucos relatos a respeito da epidemiologia do DM1, e um dos
estudos mais recentes realizado por Negrato et al. (2010) em Sado Paulo, estudando a cidade de
Bauru, entre os anos de 1986 e 2006, encontraram uma incidéncia geral de 10,4 casos de DM 1
por 100.000 habitantes, variando de 2,82 em 1987 a 18,49 em 2002, representando, assim, um

aumento de 6,56 vezes na incidéncia do DM1 nesta populagdo.
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O DM1 € uma doencga autoimune, 6rgdo-especifica, que se caracteriza pela destrui¢dao
das células B do pancreas com consequente defici€éncia de insulina. No DM1 ocorre a perda da
autotolerancia periférica com a presenga de linfécitos T autorreativos que parecem
desencadear todo o processo de autoimunidade, no entanto, como essa perda da autotolerancia
acontece ainda ndo estd completamente esclarecido (BALDA e PACHECO 1999;
STECKAND e REWERS 2011).

E importante enfatizar que o ponto critico do DM1 consiste no processo cumulativo da
autoimunidade, uma vez que o tratamento utilizado com insulina ndo impede ou minimiza
esse processo. Portanto, o ataque as células-f do pancreas continua acontecendo. Esse quadro
cumulativo pode promover a insurgéncia de outras doengas autoimunes. De fato, um em cada
trés pacientes portadores do DM1 ndo limita o ataque autoimune as células-P, portanto, é
comum que esses pacientes apresentem a chamada sindrome poliglandular. Dos portadores de
DM1 cerca de 15-30% apresentam a doenca autoimune da tiredide (Hashimoto ou Doenca de
Graves) e cerca de 4 a 9% irdo desenvolver a doenga celiaca, além de poderem apresentar a
anemia perniciosa (5-10%), doenca de Addison (0,5%) e, em torno de 2-10% manifestar o
vitiligo. Tais indicios sugerem que essas doencgas possam compartilhar vias patogénicas

similares (DRIESSCHE et al., 2009)

Um importante componente do sistema imune que participa de vdrios eventos da
resposta imunoldgica humoral e também da imunidade inata € o sistema complemento (SC).
Dele, fazem parte mais de 35 proteinas plasmdticas e de superficie celular capazes de
reconhecer patdgenos; diferenciar tecidos saudéveis, restos celulares e células apoptéticas; e
atuar na manutencdo da homeostase. Este reconhecimento € realizado por proteinas
potencialmente inativas, que se tornam ativadas, de forma estdvel, apds sua ligacdo a padroes
moleculares associados aos patégenos (PAMPs), ou a constituintes celulares alterados

(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008).

O processo de ativagdo do SC compreende trés vias: via cldssica, via alternativa e a via
das lectinas. Todas as vias convergem para a ativacdo do componente central ou C3. A via
classica tem relacdo com a resposta imune especifica do hospedeiro e sua ativagao depende da
producdo de anticorpos e da formagao de complexos antigeno-anticorpo. A via alternativa é
ativada e aumenta na presenca de superficies ativadoras adequadas como as paredes celulares
das bactérias, fungos e virus. A via das lectinas € ativada pela protedlise das serinas proteases

(MASPs) associadas a lectina ligante de manose (MBL) ou as ficolinas (Ficolina-1, Ficolina-2
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e Ficolina-3). Quando ocorre a ligacdo das ficolinas ao alvo, o complexo ficolina-MASP-2 é
capaz de clivar C4 e C2 em C4b2b, formando a enzima C3 convertase e, desta forma, dando
sequéncia a cascata do SC. Por outro lado, MASP-1 pode clivar C3 diretamente e levar a
ativacdo da via alternativa (FUJITA, 2002; GARRED et al., 2009). A cascata proteolitica
desencadeada pelo processo de ativagdo permitird uma grande amplificagdo e rapidez da
resposta inflamatdria, pois cada ativacdo de um elemento pré-formado pode gerar,
rapidamente, multiplas enzimas e complexos enzimaticos ativados (ABBAS; LICHTMAN;

PILLAIL 2008).

Ficolinas sdo proteinas plasméticas estruturalmente semelhantes as colectinas,
possuindo um dominio semelhante ao coldgeno, mas em vez de um dominio de lectina tipo C,
elas ttm um dominio de reconhecimento de carboidrato do tipo do fibrinogénio. Foi
demonstrado que as ficolinas ligam-se a diversas espécies de bactérias, opsonizando-as e
ativando o complemento de uma maneira semelhante a MBL. Os ligantes moleculares das
ficolinas incluem a N-acetilglicosamina e o componente &4cido lipoteicoico das paredes
celulares das bactérias gram-positivas (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2008). Nos seres
humanos, foram identificados trés genes que codificam para ficolina: FCNI, FCN2 e FCN3,
que codificam Ficolina-1 (Sindnimo de M-ficolina), Ficolina-2 (sindnimo de L-ficolina) e
Ficolina-3 (sindnimo de H-ficolina), respectivamente. FCNI e FCN2 estao ambos localizados

no cromossomo 9 (9q34), enquanto que FCN3 € atribuido ao cromossomo 1 (1p36.11).

Uma série de estudos mostrou que alteracdes nos niveis séricos das Ficolinas, que
ativam o SC, podem causar pré-disposi¢cdes a indmeras doencas infecciosas e autoimunes
(ZHANG et al., 2008). Como o SC esta envolvido no reconhecimento de tecidos saudaveis e
na eliminacdo de corpos apoptoticos, acredita-se que a falta dessa ativagdo correta pode
desencadear uma série de eventos envolvidos na perda da autotolerancia periférica e na
ativacdo de linfécitos T diabetogénicos. Um dos mecanismos que controlam a quantidade
plasmaética das ficolinas é a presenga de polimorfismos na regido promotora desses genes,
desta forma acredita-se que esses polimorfismos genéticos podem estar relacionados com a

susceptibilidade ao DM1 e suas co-morbidades.

O DMI apresenta um padrao complexo de associacdes genéticas, € 0s provaveis genes
de suscetibilidade a doenca foram mapeados em pelo menos 40 loci. O primeiro relato de uma
associacdo genética para o DMI1 foi com a regido do Antigeno Leucocitario Humano (HLA),

descrita em 1973 por Singal e Blajchman. Nas ultimas quatro décadas, os pesquisadores
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buscam, ndo apenas, associar quais alelos que codificam genes HLA, mas também outros loci

susceptiveis ao DM1 (GAN et al., 2012; NOBLE; ERLICH, 2012; ATKINSON et al., 2014).

Uma vez que as ficolinas ativam o complemento e evidéncias clinicas e experimentais
enfatizam o papel proeminente do complemento em quadros de imunodeficiéncia e na
patogénese de numerosas doengas inflamatérias, incluindo aquelas causadas por
autoimunidade, acredita-se que alteracdes na producgdo de ficolina ou meia-vida decorrente
desses SNPs sdo responsaveis por alternancias no nivel de ficolina na circulacdo dificultando
a eliminacdo de potenciais autoantigenos sendo assim um fator de risco para o
desenvolvimento de diabetes em criangas e adolescentes. Desta forma, fica evidente que tal
doenca merece especial cuidado no sentido de entender sua patogé€nese para tentar identificar
grupos de riscos e permitir intervengdo precoce nos individuos susceptiveis para que haja

possibilidade de medidas profildticas nos mesmos.

Diante do exposto o presente trabalho teve como objetivo investigar as possiveis
associagdes de polimorfismos de base tnica dos genes FCNI e FCN2 em pacientes com

Diabetes Mellitus tipo 1, a fim de identificar possiveis marcadores genéticos associados ao

DMI.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 O diabetes mellitus tipo 1

O diabetes mellitus tipo 1 (DM1) é uma das mais de 80 doencas consideradas como de
etiologia autoimune. A doencga ocorre como consequéncia da destruicdo imunitdria 6rgdo
especifica das células- produtoras de insulina nas ilhotas de Langerhans do pancreas, em
individuos geneticamente predispostos a doenca. (ATKINSON, 2001; NARENDRAN et al.,
2005)

As células-f funcionam como sensores, liberando insulina numa propor¢ao adequada
para manutencdo dos niveis fisioldgicos de glicose (BLUESTONE et al., 2010).Uma vez que
essas células sdo destruidas, os pacientes com DM1 perdem o controle da glicose no sangue, e
passam a ter uma vida dependente da reposicao exdgena didria de insulina para controlar e
manter os niveis de glicose circulante no sangue dentro dos valores normais, o que impede os

picos de hiperglicemia (QUEIROZ, 2008).

A ADA propds uma classificacdo etiolégica do diabetes, com diabetes tipo 1A
representando o diabetes imuno-mediado e tipo 1B uma forma idiopatica quando ndo ha
evidéncias do processo autoimune. No diabetes tipo 1A a taxa de destruicdo das células €
varidvel, sendo, em geral, mais rdpida entre as criancas. A forma lentamente progressiva
ocorre em adultos, sendo referida como diabetes autoimune latente do adulto (LADA, do
inglés, latent autoimmune diabetes in adults) (CERNEA et al., 2009; DIRETRIZES SBD,
2013-2014).

Os melhores marcadores para distinguir o diabetes tipo 1A de outras formas de diabetes
sao a presenca de autoanticorpos anti-ilhota. Os primeiros anticorpos descritos em associacao
com DMI1 foram os anticorpos anti-ilhota pancredtica (ICA). Subsequentemente, anticorpos
anti-insulina (IAA), antidescarboxilase do acido glutamico (GAD), antitirosina fosfatase
(IA2) e, posteriormente, o antitransportador de zinco (ZnT8A) (HOFFMAN, 2004;
EISENBARTH, 2007; DIRETRIZES SBD, 2013-2014).

A histéria natural do DM1 inclui quatro estdgios distintos:

1) pré-clinico: autoimunidade dirigida contra as células-B, com diminui¢do aguda e

progressiva da resposta insulinica a glicose intravenosa ou oral;
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2) inicio do diabetes clinico;
3) remissao transitoria;

4) diabetes associado a complica¢des agudas, cronicas e morte prematura (REWERS et

al.,1997).

A fase pré-clinica da doenga é caracterizada pela presenca de autoanticorpos contra
constituintes da célula-p pancreética, que participam da sua autodestruicdo. Na maioria dos
casos € silenciosa e pode persistir durante semanas, meses, ou mesmo anos, até que a
producdo de insulina seja insuficiente para manter o metabolismo normal da glicose, levando
ao desenvolvimento de hiperglicemia e possiveis complica¢des associadas a diversos 6rgaos
devido a falta de insulina (BLUESTONE et al., 2010; LEHUEN et al., 2010; GAN et al.,
2012). A transi¢ao da fase pré-clinica para o aparecimento clinico do DM1 é caracterizada por
um aumento agudo da concentra¢do da glicose, acompanhado por sintomas como polidpsia
(excessiva sensacdo de sede), polifagia (fome excessiva) e polidria (aumento no volume

normal de urina) (ADA-DIABETES CARE, 2014).

Pacientes com DM1 sdo conhecidos por terem um risco maior de desenvolverem
doencas autoimunes. Em um ter¢co dos pacientes o ataque autoimune ndo € s6 direcionado
para células 3, mas expande-se para outros distirbios enddcrinos, bem como do tecido ndo
enddcrino (DRIESSCHE et al., 2009; FOURATT et al., 2012). A sindrome poliglandular
autoimune (APS) é composta por vdarias destas doengas, que afetam principalmente as
glandulas enddcrinas. Ela € comumente associada a tireoidite autoimune, insuficiéncia
adrenocortical, e DM1. As poliendocrinopatias t€ém largo espectro de apresentagcdo, e o DM1
pode ser a manifestacdo inicial, uma vez que outras doencgas autoimunes podem estar em fase

latente (ANAYA, 2010; BETTERLE et al., 2014).

Doencas autoimunes representam um problema de saide importante em todo o mundo
desenvolvido e atinge 5-10% da populagdo (ANDERSON, 2008), muitos dos processos
autoimunes nestes distirbios parece estar associado com uma resposta progressiva dirigida
por células T que resulta em danos nos 6rgdos e na produgdo de autoanticorpos Orgaos
especificos, semelhantes ao que € observado no DMI isolado (EYSTEIN S. HUSEBYE e
MARK S. ANDERSON). Embora as doencas autoimunes apresentem caracteristicas
contrastantes como: epidemiologia, patologia e manifestacdes clinicas, trés linhas de

evidéncia mostram que essas doencgas possam compartilhar mecanismos imunogenéticos
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semelhantes. Primeiro, evidéncias clinicas destacam a co-ocorréncia de doencas autoimunes
distintas em um mesmo individuo e dentro do nicleo familiar. Segundo, a evidéncia
fisiopatoldgica indica que os mecanismos patolégicos podem ser semelhantes entre as
doencas autoimunes. Por fim, a evidéncia genética mostra que fendtipos autoimunes podem
representar resultados pleiotropicos da interacdo de genes de doengas ndo especificas

(ANAYA, 2010).

2.1.1 Sindrome poliglandular autoimune

Mecanismos fisiopatolégicos semelhantes entre doengas autoimunes tém estimulado
pesquisas para raizes genéticas comuns. No caso do DMI1, a sindrome poliend6crina
autoimune (do inglés autoimmune polyendocrine syndrome ou APS) sdao um exemplo e
proporcionam uma riqueza de novas informacdes sobre a patogé€nese da doenga. As APS sdo
caracterizadas por insuficiéncia funcional de vdarios 6rgdos enddcrinos secunddrias a um
processo destrutivo imunologicamente mediado (ANDERSON, 2008). Elas (as APS) sao
divididas em tipo I, II e III de acordo com a idade de ocorréncia da endocrinopatia, modelo de
hereditariedade e relacionamento com o complexo principal de histocompatibilidade (MHC)

(KIM et al.,2013)

A APS tipo I € caracterizada pela triade cléssica de candidiase mucocutanea (90-100%),
hipoparatiroidismo (80-85%) e doenca de Addison (70-75%) que aparecem em uma ordem
cronoldgica. Para o diagndstico, pelo menos, dois dos trés principais componentes devem
estar presentes. J4 a APS tipo II € caracterizada pela presenca da doenca de Addison (100%),
em associacio com as doencas autoimunes da tireéide e/ou DMI. E o tipo mais comum

encontrado clinicamente (WEINSTOCK et al.,2011)

APS tipo III mostra uma associacdo direta de doenca autoimune da tiredide (tireoidite
de Hashimoto, doenca de Grave) e DM1 e auséncia da doenca de Addison. E uma condigio

muito rara. A prevaléncia mundial exata da APS tipo III € desconhecida (ARYA et al., 2012).

A presenca de outras doencas autoimunes em pacientes com DM1 tem sido associada
com o aumento da morbidade e mortalidade. Dessa forma, a deteccao precoce de anticorpos e
disfun¢do especifica do 6rgdo latente é defendida para alertar os médicos para tomar as

medidas adequadas a fim de prevenir o avanco da doenca.
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2.1.2 Epidemiologia: Incidéncia / Prevaléncia da DM1

O DMI1 é uma das condi¢des enddcrinas e metabdlicas mais comuns na infancia e
adolescéncia, a qual responde por 5-10% das pessoas com diabetes, o que representa,
aproximadamente, 10 a 20 milhdes de pessoas em todo o mundo (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2014).

Dados referentes a incidéncia do DM1 na infancia sdo muito limitados, porém grandes
projetos como Diabetes Mondiale (DIAMOND) e Europa Diabetes (EURODIAB), que sdo
fundamentais em acompanhar as tendéncias de incidéncia (nimero de pessoas que
desenvolvem uma doenga em um ano) do DM1 no mundo, indicam que, numa base anual, o
aumento global na incidéncia de DM1 € de cerca de 3% e cerca de 79.100 criancas com
menos de 15 anos desenvolvem o DM1 em todo o mundo (EURODIAB, 2000; DIAMOND,
2006).

A variacdo geografica no mundo em incidéncia de DM1 € impressionante. A incidéncia
do DMI varia de 0,1 por 100.000 habitantes, em Paises como China e Venezuela, a
aproximadamente 41 por 100.000 habitantes por ano, na Finlandia, em criancas com idade
inferior a 15 anos (EURODIAB, 2000; DIAMOND, 2006). Esta variacdo de quase 400 vezes
na incidéncia dificilmente pode ser explicada pela acdo isolada de fatores genéticos. Os
fatores ambientais tém sido implicados na patogénese do DM1 tanto como iniciadores quanto
como potenciadores da destruicdo de células-f do pancreas (MIKAEL KNIP e OLLI
SIMELL, 2012).

Mundialmente, a incidéncia do DM1 € caracterizada por variacdes devido a mudancas
sazonais. Um ndmero maior de casos € diagnosticado no outono € no inverno e entre 0s
nascidos na primavera, apontando os fatores ambientais como agentes iniciadores da
patologia (MOLTCHANOVA et al., 2009; KAHN et al., 2009).

Com poucas excecdes, a base populacional do DM1 mostra registros com aumento da
incidéncia de DM1 sobre o tempo. O Projeto DIAMOND, iniciado pela Organizacdo Mundial
da Saude, em 1990, descreve a incidéncia e tendéncias de DM1 em criancas com idades entre

0-14 anos, num periodo de 1990-1999 em 57 paises (Figura 1).
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Figura 1. A incidéncia de diabetes tipo 1 em criancas de 0-14 anos, por regido geografica e ao longo do tempo.
(A) Incidéncia estimada global de diabetes tipo 1, por regido, em 2011 (B) Incidéncia de diabetes tipo 1 em
criancas com idades entre 0-14 anos em dreas com altas ou intermedidrias taxas da doencas. FONTE: adaptado

de ATKISON et al., 2013

As tendéncias estimadas para as regides apresentaram aumentos estatisticamente
significativos em todo o mundo sendo 4,0% na Asia, 3.2% na Europa e 5,3% na América do
Norte, exceto na América Central e Antilhas, onde a tendéncia mostrou um decréscimo de
3,6% (DIAMOND, 2006). Segundo dados da Federacdao Internacional de Diabetes (IDF-
2013), 497.100 criangas vivem com DM1 no mundo.

Na regido da Africa, criancas com DM1 muitas vezes ndo sdao diagnosticadas e quando
diagnosticadas, poucas t€ém acesso a insulina, seringas e equipamentos de monitoramento, €
como resultado, elas morrem. Estas mortes prematuras evitdveis dificultam uma estatistica

precisa e sdo um fator-chave para a baixa prevaléncia do DM1 na regido (IDF, 2013).

A Europa tem o maior nimero de criangas com DMI1 em comparacdo com as outras

regides avaliadas pela IDF, cerca de 129.300. A regido também tem uma das mais altas taxas
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de incidéncia da doenca em criancas, com 20 mil novos casos por ano. Os paises que mais
contribuem com os nimeros globais de DM1 em pessoas jovens sdo o Reino Unido, Rissia e

Alemanha (IDF, 2013).

Hé uma estimativa de 108.600 criangas com DM1 na América do Norte e Caribe. Os
Estados Unidos da América (EUA) sao responsaveis por cerca de 80% do nimero total de
novos casos da doenca em criancas, seguido pelo Canadd. Estima-se que 7.300 criangas
desenvolveram DMI1, em 2013, em regides da América do Sul e Central, como um todo,
45.600 criancas com idade inferior a 15 anos tém a doenga. A maioria, cerca de 31.100

criangas, vive no Brasil (IDF, 2013).

A Regido do Sudeste da Asia tem uma das mais altas estimativas de prevaléncia de
DM1 em criangas, com 77.900 afetados. Em 2013, 12.600 criancas com menos de 15 anos de
idade na regido desenvolveram a doenca sendo a India responsével pela maioria dos casos

(IDF, 2013).

Estima-se que 32.500 criancas com idade inferior a 15 anos na Regido do Pacifico
Ocidental tém DMI1, a maior contribui¢do vem das Filipinas (7.900), seguido de perto pela
China (7.700). A Austrdlia tem a maior taxa de incidéncia estimada com 22,3 casos por
100.000 criangas. Em 2013, 5.300 criancas foram recém-diagnosticados com diabetes tipo 1
na Regido do Pacifico Ocidental (IDF, 2013). A tabela 1 mostra o nimero de criangas de 0-14

anos com DMI1 e o ndmero de novos casos diagnosticados por ano nas regides IDF.
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Tabela 1: Numero estimado de criancas (0-14 anos) com DM1 nas regides IDF em 2013.

Regioes IDF Niumero de criancas com Nimero de novos casos de

DM1 (milhoes) DM1 diagnosticados por ano
(milhoes)

Africa 39.1 6.4

Europa 129.4 20.0

América do Norte e Caribe 108.6 16.7

América do Sul e Central 45.6 7.3

Sudeste da Asia 77.9 12.5

Pacifico Ocidental 32.5 53

Fonte: Adaptado de IDF Diabetes Atlas, 6 ed., 2013

2.2 Sistema Imune

O DMI1 € uma doenca de cardter autoimune, na qual o sistema imunoldgico estd
intrinsecamente envolvido. No nosso organismo, a defesa contra microrganismos ¢ mediada
pelas reacdes iniciais da imunidade natural e as respostas tardias da imunidade adquirida. A
imunidade natural (também chamada de imunidade inata) € a primeira linha de defesa contra
os patégenos (ABBAS et al., 2008),consistindo de barreiras fisicas, tais como camadas de
células epiteliais que expressam contato célula-célula (como as interacdes celulares mediadas
pela caderina), a camada de muco secretado que cobre o epitélio respiratorio, trato
gastrointestinal e geniturindrio, e os cilios epiteliais que varrem a camada de muco e que lhe
permite estar constantemente atualizada apds ter sido contaminado com particulas inaladas ou

ingeridas.

A resposta inata também inclui proteinas soliveis e moléculas pequenas bioativas que
estdo constitutivamente presente em fluidos bioldgicos, tais como, proteinas do complemento,
defensinas e ficolinas ou que sdo liberados a partir de células que s@o ativadas (incluindo
citocinas que regulam a funcdo de outras células, quimiocinas que atraem leucdcitos,
mediadores inflamatdrios lipidicos de inflamagdo, as espécies reativas de radicais livres,
aminas bioativas e enzimas que também contribuem para a inflama¢dao dos tecidos). Por

ultimo, o sistema imune inato possui receptores ligados a membranas e as proteinas
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citoplasmadticas que se ligam a padrdes moleculares expressos nas superficies de micrébios
invasores. Alguns aspectos das defesas do hospedeiro inatos sdo constitutivamente ativos,
outros sdo ativados apds interagdes de células hospedeiras ou de proteinas hospedeiras com
estruturas quimicas que s@o caracteristicos de micrébios invasores, mas que estao ausentes nas

células hospedeiras (CHAPLIN, 2010).

Em contraposi¢do a resposta inata, a resposta imune adaptativa depende da ativacdo de
células especializadas, os linfécitos, e das moléculas soliveis por eles produzidas. As
principais caracteristicas da resposta adquirida sd3o: especificidade e diversidade de
reconhecimento, memoria, especializacdo de resposta, autolimitacdo e tolerdncia a

componentes do proprio organismo (CRUVINEL, et al., 2010).

As respostas adaptativas s@o baseadas, principalmente, nos receptores especificos de
antigenos expressos na superficie de linfécitos T e B, esse conjunto de receptores de
antigenos, codificado por genes da linhagem germinativa, permite a formacdo de milhdes de
diferentes receptores de antigenos, cada um com especificidade potencialmente tinica para um

antigeno diferente (CHAPLIN 2010 GONZALES et al., 2011).

2.2.1 Sistema Imune no DM1

Em determinadas condi¢des, o sistema imune pode sofrer falhas comprometendo o
sistema de protecdo, que pode ser alterado pelo aumento na proliferacao ou deficiéncia de
alguns componentes. Essa desregulacao pode direcionar o sistema imune a responder contra o
préprio organismo, ou seja, afetar o mecanismo de tolerancia, contribuindo para o surgimento
da autoimunidade. Esse mecanismo € uma propriedade fundamental do sistema imunoldgico
normal, pois atua na destruicao ou inativagdo de linfécitos que reconhecem antigenos proprios

(JEKER et al., 2012).

A tolerancia € um fendmeno imunologicamente especifico, pelo qual a exposicao de
antigenos estranhos aos linfécitos em desenvolvimento induz tolerancia a estes antigenos. A
autotolerancia pode ser induzida em linfécitos autorreativos imaturos, nos 6rgdos linféides
primdrios (tolerancia central) ou em linfécitos maduros em locais periféricos (tolerancia
periférica). Quando ocorre a tolerancia periférica, as células T maduras reconhecem antigenos

proprios dos tecidos periféricos e tornam-se incapazes de responder, subsequentemente, a
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esses antigenos. A tolerancia periférica € devida a anergia, delecdo ou supressao através dos
linfécitos T regulatérios (Treg), ocorrendo quando as células T CD4" (linfécitos T auxiliares
— helper) sdo expostas a um antigeno na auséncia de co-estimulacdo ou imunidade natural

tornando-as incapazes de responder a este antigeno (JEKER et al., 2012).

No DM, a falha na tolerancia € mediada por células linfocitarias, macréfagos e células
natural killer (NK), que irdo infiltrar-se nas ilhotas pancredticas, destruindo as células-§
produtoras de insulina, provocando um processo inflamatério denominado de insulite. Na
inflamacdo, a célula linfocitaria predominante € o linfocito T CD8+ (citotoxicos), mas outras
também estdo presentes, como linfécitos T CD4+ (helper) (Kim; Lee, 2009). Além da
infiltracdo desses linfocitos autorreativos, a ativagdo dos linfécitos T CD4 produz diversas
citocinas que irdo promover a proliferacdo e diferenciacdo de linfécitos T, linfécitos B e
macroéfagos. As citocinas Thl secretadas tem como principais constituintes a interleucina2, o
fator de necrose tumoral o (TNF-a) e o interferon-y (INF-y) que irdo interagir com as células
apresentadoras de antigenos (APCs), que nesse contexto serdo as células B, culminando na

apoptose das células  (SILVA et al., 2008).

Na Figura 2 é possivel observar algumas interagdes entre os tipos de células do sistema

imune inato e adaptativo durante o desenvolvimento do DM1.
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2.3 Patogénese do DM1

Embora a etiologia do DM1 seja desconhecida, um crescente nimero de evidéncias
sugere que ele se desenvolve em individuos com fatores de risco genéticos herdados apds a
exposicdo a causas ambientais. Com o tempo, a autoimunidade leva a perda ostensiva de

células-p e ao quadro de diabetes (PUGLIESE, 2013).

Apesar do inicio do DM1 ser abrupto, ele resulta de um ataque autoimune crénico as
células-f que geralmente tem inicio varios anos antes de a doenga se tornar evidente numa
fase pré-clinica. As manifestacdes cldssicas da doenga (hiperglicemia e cetose) ocorrem

depois que mais de 90% das células-P ja foram destruidas (CNOP et al., 2,005).

O mecanismo subjacente ao inicio e progressao do DM1 nédo estd bem compreendido,
no entanto, estudos epidemioldgicos fornecem evidéncias sugestivas de que o processo de
destruicdo das células B pancredticas inclui ativacdo de células T autorreativas secunddria a
um encontro com um patégeno por epitopos compartilhados, ou de reacdo cruzada com
antigenos proprios, ou seja, o0 mimetismo molecular, talvez porque alguns antigenos virais
sejam antigenicamente semelhantes aos antigenos das células-f (ROBERT et al., 2006;

CHRISTEN et al., 2010; CUSICK et al., 2012).

No DM1 as células-fB pancredticas sdo alvo de um ataque autoimune, com a invasao das
ilhotas por células mononucleares em uma reacao inflamatéria denominada insulite, levando a
perda da maioria destas células. Anélises imunohistoquimicas de tecido pancredtico revelam
que os primeiros tipos celulares a infiltrarem as ilhotas de Langerhans sdo as células
dendriticas e os macréfagos promovendo o quadro de insulite (KODAMA et al., 2003;

SALMINEN et al., 2004).

No processo de autoimunidade, linfécitos T CD4 + sdo ativados por antigenos de
células B e células apresentadoras de antigeno. Estas células ativadas secretam vérias
citocinas, cuja principal acdo € promover a ativacdo e a proliferacdo de linfécitos T CD8+
citotoxicos (LTC) e de outras células, incluindo linfécitos B e macréfagos que infiltram nas
ilhotas de Langerhans e comegcam o ataque as células-f (BALDA e PACHECO-SILVA,
1999; SESTERHEIM et al., 2007). A liberacao de citocinas pré-inflamatoérias, como o fator
de necrose tumoral o (TNF-a), interferon-gama (IFN-y) e interleucinal beta (IL-1B) por

células apresentadoras de antigeno e células T, conduz a um ciclo vicioso de
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inflamacdo/destruicio de células-p que mantém e, eventualmente, amplifica o ataque
autoimune (KAMINITZ et al., 2007; EIZIRIK et al., 2009). Uma vez que este ciclo vicioso de
autoimunidade estd completamente desenvolvido, o destino das células-f3 das ilhotas € selado,

e o diabetes clinico resulta inevitavelmente.

2.4 Diagnostico e Tratamento

Durante décadas, o diagndstico de diabetes foi baseado em critérios de glicose no
plasma, tanto da glicose plasmatica em jejum (FPG) quanto do teste de tolerancia oral a

glicose (TOTG).

Em 2010 foi criado o Comité Internacional de Especialistas, que reuniu representantes
da Associacdo Americana de Diabetes (ADA), da Federacao Internacional de Diabetes (IDF),
e da Associacdo Européia para o Estudo da Diabetes (EASD), este comité chegou a um
consenso que o diabetes seria melhor diagnosticado através da medi¢do da hemoglobina

glicada (HbA1C), que reflete as concentracdes de glicose no sangue a longo prazo.

Em criangas e adolescentes, o teste da HbA1C, € indicado quando ha suspeita de
diabetes, na auséncia dos sintomas classicos ou um nivel plasmatico de glicose > 200 mg / dl
(> 11,1 mmol / I). Esse teste tem vdrias vantagens sobre a FPG e TOTG, incluindo uma maior
conveniéncia (pois nao é necessdrio o jejum), a ADA e a OMS tém endossado o uso da

HbA1C para o diagndstico do diabetes.

Na tabela 2 estdo dispostos os critérios estabelecidos pela ADA com relagdo aos niveis

glicémicos de um individuo diagnosticado com diabetes.
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Tabela 2. Critérios para diagnéstico do Diabetes de acordo com os niveis glicémicos. Qualquer uma
das seguintes opgdes € utilizada como diagndstico.

>6.5% (48 mmol / mol)
HbA1C O teste deve ser realizado em um laboratério
Hemoglobina Glicosilada usando um método certificado pelo

Programa Nacional Hemoglobina Glicosilada (NGSP)

FPG
(Glicemia em jejum) > 126 mg/dl (7,0 mmol/l)
Jejum € definido como por pelo menos 8h de
nenhuma ingestao caldrica
TOTG
(Teste oral de tolerancia a > 200 mg/dl (11,1 mmol/l) (75g ou 1,75 g/Kg de
glicose) peso em criangas)

Fonte: Adaptado de ADA, 2014.

Devido a susceptibilidade genética comum, DMI1 frequentemente coexiste com
desordens autoimunes, tais como doenga celiaca, doenga de Hashimoto, doenca de Graves,
doenca de Addison, vitiligo, hepatite autoimune, miastenia gravis, € anemia perniciosa. A
presenca de qualquer uma dessas condicdes ou evidéncia soroldgica de autoimunidade
subclinica, por exemplo, autoanticorpos contra a transglutaminase tecidual, peroxidase da
tiredide, células parietais ou 21-hidroxilase, pode ajudar na correta classificagdo em casos

duvidosos (MARIAN REWERS, 2012).

Os autoanticorpos para caracteriza¢do bioquimica de auto-antigenos das células-f: o
anticorpo  anti-insulina  (AAI), anticorpo antitirosinafosfatase = (IA2), anticorpo
antidescarboxilase do 4dcido glutamico (GADA) e anticorpotransportador de zinco 8 (ZnT8A)

ajudam a definir DM1 (WENZLAU et al., 2007).

Testes para, pelo menos, dois desses autoanticorpos no diagndstico agora € considerado
padrdo de atendimento em DMI1. Acredita-se que 90% das criancas com DM1 apresentam
positividade para ao menos um desses anticorpos durante o diagnéstico (ATKINSON;

EISENBARTH, 2001).
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No momento em que os primeiros sintomas clinicos (principalmente aqueles associados
com hiperglicemia) tornam-se aparentes, quase 80% das células-B do paciente foram
destruidas, tornando o individuo dependente de injecdes de insulina para sobreviver. A
administracao de insulina, no entanto, ndo € uma cura mesmo quando usada para manter um
controle glicémico apertado, ndo interrompe a resposta autoimune persistente. Também nédo
impede, em todos os pacientes, as complicagdes devastadoras a longo prazo, tais como
insuficiéncia renal, cegueira, danos nos nervos e cardiovascular (BINGLEY et al., 1999;

ACHENBACH et al., 2005).

Atualmente, o tratamento padrdo para o DM1 consiste na administracdo de insulina
exdgena ao longo da vida. Apesar dos avancos nos métodos de administracdo de insulina na
monitorizagdo da glicose, a terapia didria de insulina n3o representa uma cura e ¢é
frequentemente associada com o risco de hipoglicemia potencialmente fatal, bem como
complicagdes devastadoras de retinopatia, nefropatia e neuropatia. O transplante de pancreas €
o método preferido para atingir a homeostase da glicose, embora o procedimento requeira
uma grande cirurgia e imunossupressdao ao longo da vida, ele continua sendo o padrdo-ouro
para uma populacdo especifica de pacientes que sofrem de diabetes tipo 1 e que ndo

respondem a terapia convencional (VARDANYAN et al., 2010).

Uma grande variedade de intervencdes para curar eficazmente o DM1 vem sendo
desenvolvida, como a combinagdo de terapias com moduladores autoimunes, como o anti-
CD3 F(ab’) 2FcR-ndo ligante, e vacinas antigénicas nas ilhotas e terapias com citocinas, como
o fator de necrose tumoral (TNF-a) e as interleucinas 2, 15 ¢ 18 (BRESSON et al., 2006;
2010; SUTHERLAND et al., 2009).

2.5 Sistema complemento

O sistema complemento (SC) compde um dos principais mecanismos da resposta imune
inata contra agentes infecciosos e, além disso, desempenha um papel importante na imunidade
adaptativa, envolvendo células T e B, que ajudam na eliminacdo de agentes patogénicos
(DUNKELBERGER J.R e SONG W.C. 2010) e na manutencdo da memoria imunoldgica
impedindo a re-invasdo patogénica. Além da imunidade inata e adaptativa, também esta
envolvido na regeneracdo de tecidos, crescimento de tumores (QU H. et al., 2009) em estados

patolégicos humanos como na sindrome hemolitico-urémica e na degenera¢do macular
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relacionada a idade, uma doenca inflamatdria, que causa deficiéncia visual e cegueira em

pessoas idosas (WAGNER et al., 2010; BRADLEY et al., 2011).

O SC consiste em mais de 35 proteinas séricas e de superficie celular. As primeiras
influenciam a resposta inflamatoéria, a modulagdo imunolégica e de defesa do hospedeiro. As
de superficie celular s@o receptores para o complemento, que medeiam os efeitos celulares da
ativacdo do complemento e proteinas reguladoras, que protegem as células hospedeiras de

lesao mediada pelo complemento (JE FIGUEROA e P DENSEN, 1991).

2.5.1 Vias de ativacao do complemento

O SC pode ser ativado por trés maneiras diferentes: a via cldssica, a via das lectinas e a
via alternativa. Todas elas resultam na etapa central de clivagem proteolitica do componente
C3, etapa que permite o recrutamento de vdarias outras proteinas para a destrui¢do do patégeno

(Figura 3).

Os passos iniciais que desencadeiam esses processos de ativacdo diferem
consideravelmente. A via cldssica € ativada pelo reconhecimento de complexos antigeno-
anticorpo sobre superficies de células estranhas pelo componente do complemento Clq
(Lambris et al., 2008; MURPHY et al., 2010a). A via das lectinas € iniciada pela atividade
proteolitica desencadeada pelas serinas proteases (MASPs) associadas a lectina ligante de
manose (MBL) ou as ficolinas (Ficolina-1, Ficolina-2 e Ficolina-3), as quais reconhecem
padrdes de acucares presentes nos patégenos (EVANS-OSSES et al., 2013).Por outro lado, a
via alternativa € ativada pela hidrdlise espontanea de C3 ou pelo reconhecimento de padrdes

pela properdina (GARRED et al., 2009).
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Figura 3: Representagdo esquemadtica das trés vias de ativagcdo do complemento.

Na via cldssica, Clq reconhece os complexos imunes, enquanto na via da lectina, lectinas, tais como MBL e
ficolinas reconhecem invasores. Esse reconhecimento ativa as serinas proteases associadas da familia
MASP/C1r1/Cls, e por sua vez a ativacdo do complemento. A via alternativa € ativada na superficie de alvos sem
a participa¢do das moléculas amplificadoras das vias cldssica e lectina, amplificando clivagem do C3 (ciclo de
amplificacdo).

Fonte: Adaptado de ENDO et al., 2011.

A ativagdo dessas vias contribui para a integracdo dos mecanismos efetores da
imunidade inata e adaptativa. Na resposta imune inata, patégenos que invadem o organismo
deparam com substancias soliveis da resposta imune inata, como as proteinas do SC, proteina
C reativa e outras. Na imunidade adaptativa, o SC ¢é ativado pela ligacao de anticorpos pré-

formados ao patégeno ou antigeno (imunocomplexo) (BARRINGTON et al., 2001).

A via das lectinas (VL) € iniciada pela atividade proteolitica desencadeada pelas serinas
proteases (MASPs). O sistema MASP contém trés enzimas diferentes; MASP-1, MASP-2 e
MASP-3 e uma proteina sem atividade proteolitica chamada SMAP ou MAP19 (DAHL et al.,
2010; DEGN et al.,, 2011), MASP-2 ¢é similar a Clr e Cls, e a MASP-1 tem menor

homologia. Todas as quatro enzimas parecem ter evoluido por duplicacdo génica de um
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precursor comum (MURPHY et al., 2010a), ambas MBL e ficolina circulam no soro na forma
de complexos com as MASPs. Quando o complexo MBL/MASP ou ficolina/MASP liga-se a
carboidratos ou compostos acetilados na superficie do patégeno, (Figura 4) induz alterag¢des
conformacionais que resultam na autoativacdo de MASP2. A ativagao dessas proteases resulta
na quebra dos componentes C2 e C4 do SC em fragmentos menores (C2b e C4a) e fragmentos
maiores (C2a e C4b). O complexo C4bC2a constitui a C3 convertase da via cléssica, que cliva
C3 em C3a soltvel e C3b, que, por sua vez, se liga a C4bC2a na superficie do microrganismo.
O complexo C4bC2aC3b, denominado C5 convertase, cliva o componente C5, dando
sequéncia a essa via, que culmina com a formagdo do complexo de ataque a membrana

(MAC) (GARRED et al., 2009; DEGN et al., 2011; EVANS-OSSES et al., 2013).

cda C2a

FICOLINA /MBL =
CSa
o> - O 0
CZh Cib
1 A _E: " r
- g )
clb Y. MAC
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b d:sn- ce

Bactéria / Célula apoptotica

Figura 4: Ativacdo do sistema complemento mediada por Ficolina/MBL.
A figura esquematiza a ativag@o da via das lectinas do complemento ap6s ligacdo das ficolinas (1,2,3) ou MBL a
hidratos de carbono ou compostos acetilados na superficie do patégeno ou de células hospedeiras que morrem.

Fonte: Adaptado de GARRED et al., 2009.

N

A via classica (VC) se assemelha a via das lectinas e se inicia pela ligacdao do
componente C1q a duas moléculas de IgG ou a uma de IgM, complexadas ao antigeno-alvo
(imunocomplexos). Essa ligacao ativa as proteases R (Clr) e S (Cls) associadas a Clq, que
clivam os componentes C2 e C4, dando sequéncia a via como descrito. A via cldssica esta

associada a resposta imune especifica humoral, pois depende da producdo prévia de

anticorpos especificos aderidos a superficie dos patdgenos (BARRINGTON et al., 2001)
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A terceira via de ativacdo do complemento € chamada de via alternativa (VA) porque
foi descoberta como uma segunda via, ou “alternativa”, para a ativagdo do complemento e, ao
contrario das vias cldssica e da lectina que necessitam de moléculas de reconhecimento
especificas para iniciagdo (Clq ou MBL / ficolinas, respectivamente), a VA nao depende de
uma proteina que se ligue ao patdégeno para seu inicio. O sistema € iniciado com a quebra
espontanea do componente C3 nos fragmentos C3a e C3b (Figura 3). A clivagem expde uma
ligacdo tioéster no fragmento C3b, que permite sua ligacdo covalente a superficie dos micro-
organismos invasores. Nao havendo ligacdo do componente C3b, a ligacdo tioéster &
rapidamente hidrolisada e o fragmento, inativado. A ligacdo de C3b permite a ligacdo ao
Fator B, que, em seguida, € clivado nos fragmentos Ba e Bb pelo Fator D. O complexo
C3bBb (C3 convertase da via alternativa) cliva mais moléculas C3 e permanece ligado na
superficie. Esse complexo é estabilizado pela properdina (fator P), amplificando a quebra de
C3. C3bBb cliva o componente C3, gerando C3bBbC3b, uma protease capaz de clivar C5,
ultima etapa da via alternativa (FERREIRA et al., 2010; MURPHY et al., 2010a)

As vias das lectinas, cldssica e alternativa, ttm em comum a formacdo de C5
convertase, que promove a clivagem do componente C5 e gera os fragmentos C5a e C5b. A
ligacdo do C5b a superficie do patégeno da inicio a formagdo do complexo de ataque a
membrana pela ligacdo sucessiva dos componentes C6 e C7 na bicamada lipidica da
membrana celular. O complexo C5b, 6, 7 permite a ligacdo do componente C8 e, finalmente,
ha polimerizacdo do C9 atravessando a bicamada lipidica e promovendo lise osmotica do

agente infeccioso.

A via da lectina para a saide humana € destacada por imunodeficiéncias associadas a
mutacdes de MBL (Turner, 1996) e MASP-2 (STENGAARD-PEDERSEN et al., de 2003).
Individuos homo ou heterozigéticos para qualquer uma das trés mutagdes pontuais no gene da
MBL ou com mutacdes na regido promotora sdo susceptiveis a uma grande variedade de
infec¢des virais, bacterianas e parasitarias, em particular no inicio da infincia, antes de a
imunidade adaptativa ser estabelecida (SUMIYA et al., 1991) ou quando a resposta imune
adaptativa é comprometida, por exemplo, durante a infec¢do pelo virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) ou apés quimioterapia (GARRED et al., 1997; NETH et al., 2001). A via da
lectina também desempenha um papel importante na patogénese de desordens inflamatérias e
autoimunes, tais como fibrose cistica, artrite reumatdéide e DM1 (KILPATRICK 2002;
ARAUIJO et al., 2009).
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2.6 Ficolinas

As Ficolinas, um grupo de proteinas soliveis com papéis na imunidade inata, foram
identificadas numa variedade de diferentes espécies, tais como humanos, ratos, galinhas,
ourigos, ras e ascidias. Nos seres humanos, trés ficolinas diferentes foram descritas: ficolina-1
(M-ficolina), ficolina-2 (L-ficolina) e ficolina 3 (H-ficolina). Em roedores e porcos apenas
duas ficolinas, ficolina-A (ou alfa) e ficolina- B (ou beta) tém sido descritos (GARRED et al.,

2010).

A Ficolina-2 (também denominada L-ficolina) foi identificada em vérias
configuracdes recebendo varios nomes (HARUMIYA et al., 1996). Muitas destas descobertas
foram devido a capacidade de Ficolina-2 de se ligar diretamente ao brometo de cianogénio
(CNBr) ativado por sepharose, ndo importando qual a proteina estd acoplada. A forma
humana de Ficolina-2 foi depois isolada a partir do plasma e a sua sequéncia determinada

(MATSUSHITA et al., 1996).

Ficolina-1 foi originalmente identificada por clonagem de oligonucleotideos que
codificam uma molécula semelhante a Ficolina-2 (LU et al., 1996; ENDO et al., 1996). A

Ficolina-1 também tem sido referida como a proteina P35-relacionada a M-ficolina.

Ficolina-3, também identificada como H-ficolina, foi descoberta como um antigeno
presente em doentes com lipus eritematoso sistémico (LES), identificados pela presencga de
autoanticorpos. Devido ao antigo nome da cidade onde o antigeno foi descoberto (Hakata), a

proteina foi originalmente chamada de antigeno-Hakata (INABA et al., 1990).

Ao contrario de porcos ou ratos, os seres humanos tém trés ficolinas, todas as quais

estdo presentes na corrente sanguinea (KILPATRICK e CHALMERS 2012).

2.6.1 Estrutura proteica e organizacao génica das ficolinas

As ficolinas existem como proteinas multiméricas consistindo de 34 - 35 subunidades
kDa e as cadeias polipeptidicas das ficolinas - 1, 2 e 3 contém 326, 313 e 299 aminodcidos,
respectivamente. Sao compostas por quatro ou mais trimeros ligados, unidos por ligacdes

dissulfeto e sdo muito semelhante a outra importante proteina chamada de lectina de ligagao a



41

manose (MBL) (Figura 7) (GARRED et al., 2010). O dominio semelhante ao coldgeno
interage com as serina-proteases associadas a MBL, MASP-1, MASP-2, e MASP-3 (Mannose
Associated Serine Protease) permitindo assim a ativagdo do sistema do complemento
(MATSUSHITA; FUJITA, 2001; ENDO et al.,, 2011). Algumas evidéncias in vitro tém
sugerido que MASP-2 por si s6 € suficiente para desencadear a ativacdo do complemento. As
outras serina-proteases (MASP-1 e MASP-3) também estdo associadas as ficolinas, no
entanto, suas fungdes ainda sdo controversas (TAKAHASHI et al.,2008). O arranjo polar dos
dominios do fibrinogénio (FBG) permite que as proteinas e os hidratos de carbono se liguem
carregado negativamente, tais como N-acetilglicosamina (GIcNAc) e outros compostos
acetilados. As ficolinas humanas 1 e 2 s@o 80% homologas ao nivel dos aminoécidos,
enquanto que a ficolina-3 € apenas 48% homologa com as ficolinas 1 e 2 (GARRED et al.,

2009; GARRED, et al., 2010).

A organizacao estrutural da MBL e das ficolinas pode ser verificada na figura 7. MBL e
ficolinas contém uma regido N-terminal curta rica em cisteina seguida por uma regido C-
terminal de carboidratos semelhante ao coldgeno, o dominio de reconhecimento de

carboidratos é chamado dominio de ligacdo (CRD) para MBL e dominio semelhante ao

fibrinogénio (FBG) para as ficolinas.

MEBL . FICOLINA
Dominio semelhante ao
Dominio CRD colageno Dominio FBG
rom [] 11—1 o
Regidodo pescogo Regidorica em cisteina Regido ligante
X
T FATASR D

.

—— o ow

Interagao com os ligantes

Figura 7: Organizacio estrutural da MBL e das ficolinas.

Fonte: GARRED et al., 2010
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Nos seres humanos, foram identificados trés genes que codificam para ficolina: FCNI,
FCN2 e FCN3, que codificam Ficolina-1, Ficolina-2 e Ficolina-3, respectivamente. FCNI e
FCN?2 estdo ambos localizados no cromossomo 9(9q34), enquanto que FCN3 ¢ atribuido ao
cromossomo 1 (1p36.11). As duas proteinas (ficolina-1 e 2) apresentam uma sequéncia de
aminodcidos idéntica em 80%, e a analise filogenética indica que o gene FCN2 se origina a
partir da duplicacdo do gene FCNI (ENDO et al., 1996; LU et al., 1996). Ficolina-3 tem
apenas cerca de 50% de identidade com as outras duas (DAVID et al., 2012).

A organizacdo dos exons de FCNI e FCN2 € semelhante (Figura 5 e 6), embora FCN/
contenha 9 exons em vez de oito, como encontrado em FCN2 e FCN3 (MATSUSHITA et
al.,1996; KILPATRICK et al.,1999). O exon 1 de FCN2 codifica a regiao S’UTR, levando o

peptideo a um pequeno segmento dcido N-amino-terminal.
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Figura 5: Gene da Ficolina-1 e os polimorfismos de nucleotideo tinico analisados nesse estudo.

LEGENDA: RP, regido promotora do gene FCNI, estd identificada pela linha preta horizontal; os exons estdo
numerados de 1 a 8; os introns estdo ilustrados entre os exons; COL., regido semelhante ao coldgeno; RL, regido
de ligagdo; FBG, regidio semelhante ao fibrinogénio.

FONTE: O autor (2014).
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Figura 6: Gene da Ficolina-2 e os polimorfismos de nucleotideo tinico, analisados nesse estudo.

LEGENDA: RP, regido promotora do gene FCN2, estd identificada pela linha preta horizontal; os exons estdo
numerados de 1 a 8; os introns estdo ilustrados entre os exons; COL., regido semelhante ao coldgeno; RL, regido
de ligacdo; FBG, regifo semelhante ao fibrinogénio.

FONTE: O autor (2014).

Os exons 2 e 3 codificam o dominio semelhante ao coldgeno. O quarto exon codifica a
regido de ligacdo e os exons 5-8 codificam o dominio fibrinogénio (FBG). O ultimo exon
também codifica a 3 UTR. O locus do gene FCN3 € composto por oito exons e compartilha a

mesma estrutura génica como visto para FCNI e FCN2 (ENDO et al., 1996).

2.6.2 Expressao no tecido

A ficolina-1 ndo € sintetizada pelo figado como ficolina-2 e 3, mas € capaz de ter uma
ativacdo do complemento semelhante, liga-se a GlcNAc, GalNAc, e dcido sidlico e, tal como
a ficolina-2, reconhece os grupos acetilados. Embora trabalhos anteriores (MATSUSHITA et
al., 1996; LE et al., 1998; MATSUSHITA et al., 2000; MATSUSHITA et al., 2002) tenham
demonstrado ficolina-2 e 3 no plasma humano na forma de proteinas soliveis, a presenca de
ficolina-1 no soro sé foi demonstrada recentemente (WITTENBORN et al., 2010). O RNA
mensageiro (mRNA) de ficolina-1 é expresso primariamente em leucdcitos periféricos
(células derivadas de medula 6ssea), embora uma menor expressao também seja observado no
baco e no pulmdo (ENDO et al., 1996; LU et al.,1996; HUMMELSH®@J et al., 2008), e ¢é
detectado na circulagdo a uma concentracdo média de 60,5 ng/ml (HONORE et al., 2008),

uma concentragdo bem menor do que a relatada para ficolina-2 e ficolina-3.
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A proteina ficolina-1 pode potencialmente localizar-se nas superficies de mondcitos
periféricos e células U937 promonociticas (TEH et al., 2000). No entanto, j4 foi relatado que a
ficolina-1 foi encontrada em granulos secretores no citoplasma de neutréfilos e mondcitos, e
também em células epiteliais alveolares tipo II do pulmao, sugerindo que a ficolina-1 € uma
proteina secretora (LIU et al., 2005). Assim, a localizagdo onde a ficolina-1 é expressa
permanece controversa. Foi verificado que um anticorpo contra o dominio FBG recombinante
de ficolina-1 inibe a fagocitose de E coli por células U937, sugerindo que a ficolina-1 atua
como um receptor fagocitico de mondcitos ou adaptador para reconhecer patégenos (TANIO

et al., 2007).

Ficolina-2 é uma proteina oligomérica que consiste em subunidades de 35 kDa
(OHASHI et al., 1998; HUMMELSH@J et al., 2007). Semelhante a C1q e MBL, a estrutura
geral de ficolina-2 se assemelha a um "bouquet". Ficolina-2 humana € expressa
predominantemente no figado e estd presente na circulacdo como uma lectina do soro, na
concentracdo média de 4,15 ug/ml (LE et al., 1998) ou 3,3 ug/ml de soro (KILPATRICK et
al., 2003).

O mRNA de ficolina-3 é encontrado principalmente no figado e pulmdes. No figado, a
ficolina-3 € produzida pelas células epiteliais do ducto biliar e hepatdcitos, e também €
secretada para o canal biliar (AIKAWA et al., 1999). No pulmao, ficolina-3 € produzida por
células epiteliais ciliadas bronquicas e células epiteliais alveolares tipo II, e € secretada para
os bronquios e alvéolos. Ficolina-3 € detectada no soro em concentragdes médias de 5,0; 24
ou 26 ug/ml e a um intervalo de 7-23 ng/ml (YAE et al., 1991; KILPATRICK et al., de 2003;
MUNTHE-NEBLINA et al., 2008 e SCHLAPBACH et al., 2010).

2.6.3 Variacoes genéticas das Ficolinas

As variacdes nas sequéncias de DNA em um determinado /locus sao chamadas de alelos.
A coexisténcia de multiplos alelos em um locus € conhecida como polimorfismo genético.
Um locus é definido como polimérfico quando o alelo mais comum ndo ultrapassar a

frequéncia de 95% na populacdo (HARTL e CLARK, 2010).

Estudos de associacdo genética sdo utilizados com o objetivo de identificar loci génicos

que contenham alelos de susceptibilidade a doencas ou que estejam envolvidos com outras
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caracteristicas fenotipicas de interesse. Os cientistas procuram pequenas variacdes ou
polimorfismos no genoma que ocorrem mais frequentemente em pessoas com uma
determinada doenca do que em pessoas sem a doencga. Cada estudo pode analisar centenas ou
milhares destes polimorfismos ao mesmo tempo. Habitualmente, neste tipo de anédlise sao
utilizados polimorfismos de nucleotideo tnico (SNPs) que sdo a forma de variacdo mais

frequente no Genoma (LILY WANG et al.,2011).

O conhecimento sobre a associacdo genética entre doencas e Ficolinas € escasso € vem

principalmente dos estudos de associagdo de SNPs (Garred et al.,2010).

2.6.4 Variacoes do gene FCN1

FCNI ¢ um gene polimérfico, e variacOes genéticas podem ter consequéncias
funcionais, tanto em relac@o a fun¢do quanto na concentragdo proteica (MUNTHE-FOG et al.,
2012). Foi observado um grande nimero de variantes genéticas relacionadas com diferentes
ragas no gene FCNI (HUMMELSH@J et al., 2008). Garred et al., 2010 relatou quatro
variagdes nos exons do gene FCNI resultando em substituicdo de aminodcidos: +1435 G>A
(dbSNP rs10441778) no exon 2, cédon Gly43Asp; +3458 G>A (dbSNP rs56345770) no exon
4, cédon Arg93Gln; +7929 G>A (1s56094122) exon 9, cédon Trp279Stop; e +8000 G>A
(rs56151153) exon 9, c6don Gly303Ser. Poucos estudos de associacdo de polimorfismos no
gene FCNI foram publicados. VANDER et al., 2007 demonstrou que dois SNPs, uma
variante A>G na posi¢do -1981(rs2989727), na regido promotora e uma variante A>G na
posicdo +7919 (rs1071583) no exon 9, estdo em desequilibrio de ligagdo e que sdo
encontrados com maior frequéncia em pacientes com artrite reumatdide em comparagdo com

os controles.

Outro estudo foi publicado mostrando que criangas prematuras com resultado adverso
de enterocolite necrosante tinham niveis significativamente menores de ficolina-1 do que os
sobreviventes (SCHLAPBACH et al., 2009). Além disso, os recém-nascidos que tinham
niveis séricos baixo da proteina necessitavam de ventilacdo assistida mais frequente do que

aquelas com niveis elevados (GARRED et al., 2010).
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2.6.5 Variacoes do gene FCN2

SNPs no gene FCN2 tém sido estudados em diferentes populagdes e demonstrou-se que
os SNPs situados na regido promotora deste gene nas posi¢oes -986G>A (dbSNPrs3124952),
-602G>A (dbSNPrs3124953), -4A>G (dbSNPrsi7514136), foram significativamente
associados com a variagdo da concentracdo sérica da ficolina-2 contribuindo para a
suscetibilidade de muitas doengas infecciosas (CHEN et al., 2006; HERPES et al., 2006;
CEDZYNSKI et al., 2007, MUNTHE-FOG et al., 2007; MESSIAS-REASON et al., 2009;
RUSKAMP et al., 2009). Adicionalmente, estudos revelam que a presenca de polimorfismos
localizados no exon 8 conduzindo a substituicdes de aminodcidos dentro do dominio do tipo
fibrinogénio (+6359 e +6424), estdo associados com o aumento ou a diminui¢do da
capacidade de ligacdo de hidratos de carbono (HUMMELSH®@J et al., 2005; MUNTHE-FOG
et al., 2007; CEDZYNSKI et al., 2007), como este dominio € responsavel pela ligacdo da
ficolina-2, estes polimorfismos de codificacao poderiam alterar a afinidade da proteina para os
seus substratos e, possivelmente, alterar a capacidade da ficolina-2 de reconhecer

microrganismos invasores (HERPES et al., 2006).

Niveis séricos baixos de ficolina-2 e polimorfismos do gene FCN2 ja foram associados
a doencas como infeccdes respiratérias em criangas e doenca pneumocdcica invasiva em

adultos (ATKINSON et al., 2004; RUSKAMP et al., 2009).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Grupo de estudo

De acordo com o projeto intitulado “Polimorfismos genéticos nos genes das ficolinas-1
e 2 em criancas e adolescentes com diabetes mellitus tipo 17, previamente aprovado pelo
Comité de Etica local (Instituto de Medicina Integral Professor Fernando Figueira, nimero
1717/2010), as coletas de sangue foram realizadas em 204 pacientes com idade média 13,5
anos, atendidas no Ambulatorio de trés servigcos de referéncia em endocrinologia pediatrica de
Pernambuco, Brasil (Instituto de Medicina Integral Professor Fernando Figueira - IMIP,
Hospital da Restauracdo - HR e Hospital das Clinicas — HC-UFPE), no periodo de marco de
2010 a dezembro de 2013, diagnosticadas com diabetes mellitus tipo 1 (DM1) de acordo com
os critérios clinicos da Associagdo Americana de diabetes (American Diabetes Association,

2012).

O grupo controle foi constituido por 193 individuos sauddveis com idade média 30
anos, sem historico familiar de DM1 ou de outras doengas autoimunes, baseada no fato de que
a maioria dos individuos portadores de DM1 desenvolve a doenga ainda na primeira infancia.
Todos foram provenientes da mesma regido geogréfica dos pacientes. Um consentimento livre

esclarecido foi obtido de todos os individuos incluidos neste estudo

3.2 Extracao de DNA genomico

Apoés a coleta de aproximadamente 5 ml de sangue venoso em frascos contendo
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) por individuo, as amostras foram encaminhadas ao
Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami da Universidade Federal de Pernambuco
(LIKA/UFPE). O DNA gendmico foi isolado a partir das células do sangue periférico, de cada
paciente e individuo controle seguindo as instru¢des do fabricante do Kit de extragdo de DNA

Wizard Genomic Purification Kit (PROMEGA).
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3.3 Diagnostico de Tireoidite autoimune e Doenca celiaca

O diagndstico dos anticorpos para tireoperoxidase (Anti- TPO) foram realizados por
quimioluminescéncia (Immulite anti-TPO Ab, Produtos de diagnéstico Co, Los Angeles,
EUA). Pacientes com anti- TPO positivo (titulo superior a 35 UI / ml, de acordo com a
sugestdo do fabricante) foram considerados como pacientes portadores de tireoidite,

considerados em nosso estudo como AITD+.

Os anticorpos anti -transglutaminase (anti - tTG) foram determinados usando o kit de
ELISA Eu- tTG (Eurospital, Trieste, Itdlia), de acordo com as instru¢cdes do fabricante. Os
pacientes que apresentaram 10 UA (unidades de absorbancia) de anticorpos anti - tTG foram
considerados positivos para doenga celiaca e, subsequentemente, foram rastreados para a
presenca dos haplétipos HLA DQ2 e / ou DQS8 utilizando o kit de Eu- DQ (Eurospital,
Trieste, Itdlia). Apds uma dieta livre de gldten, auto anticorpos tTG de todos os pacientes com

DC diminuiram e permaneceram sob o valor de corte (7 UA).

3.4 Estratificacido dos pacientes

Como pacientes com DM1 sdo conhecidos por terem um risco maior de desenvolverem
outras doencgas autoimunes, esses individuos também foram analisados pela presenca dessas
outras patologias. Sendo assim, pacientes com DM1 diagnosticados apenas com Tireoidite
autoimune (AITD+) e sem a presenca de Doenca celiaca (DC-) foram classificados com a
sigla DM1+AITD+DC-. Aqueles diagnosticados apenas com Doenga celiaca e sem Tireoidite
autoimune foram classificados como DMI1+AITD-DC+. Os que apresentaram as trés doengas
foram os DMI+AITD+DC+, enquanto que os diagnosticados apenas com diabetes tipo 1,
foram classificados como DM1+AITD-DC-. Dessa maneira, os grupos estratificados foram

dispostos nas tabelas dos resultados com suas respectivas siglas.
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3.5 Genotipagem dos individuos e construcao de haplétipos

3.5.1 Selecao dos polimorfismos

Foi feito uma busca através da literatura e nos bancos de dados do National Center
Biotechnology Information (NCBI), para a selecio dos polimorfismos candidatos, com
frequéncia do alelo minoritdrio (MAF) de pelo menos 5% nas populagdes caucasianas (CEU)

e afrodescendente (YRI).

3.5.2 Gene FCN

ApOs busca na literatura foram selecionados cinco SNPs, o -1981 (rs2989727) e 7919
(rs1071583), localizado na regido promotora e no exon 9 do gene FCNI, respectivamente, €
0s SNPs -4 (rs17514136), 5839 (rs3124954) e 6424 (rs7851696) localizado na 5'UTR, intron
1 e exon 8 do gene FCN2. A genotipagem dos SNPs foi realizada utilizando sondas alelo
especifica fluorescente (TagMan®, Life). Os rs2989727 e rs1071583, por C_26745032_10 e
C_1819018_1_, respectivamente, e 17514136, rs3124954 e rs7851696, por C_25765134_10,
C_27462209_20 e C_29220549_20), com base no protocolo do fabricante, e as amostras
foram corridas utilizando a plataforma em tempo real ABI-7500 (Life Technologies). O
desequilibrio de ligacdo e os hapldtipos foram computados usando o Haploview 4.2 e o

SNPstats (http://bioinfo.iconcologia.net/SNP stats).

3.6 Métodos Estatisticos

Para avaliar o equilibrio de Hardy-Weinberg, realizar o teste exato de Fisher, bem como
calcular as frequéncias alélicas e genotipicas dos grupos em estudo, foi utilizado o programa

R (2005; version 2.1.1; http://www.r-project.org/). Com esses testes avaliamos também a

susceptibilidade do DM1 com a presenca de outras doencas autoimunes. Odds Ratio (OR) foi
calculado, considerando 95% de intervalo de confianca (IC). Em todas as andlises, p <0,05

foram considerados estatisticamente significantes.
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Discriminagdo alélica foi realizada tal como sugerida pelo fabricante (TagMan Software
genotipagem), e analisadas com o software Genotipagem Transposer. Usando o pacote
estatistico R (www.r-project.org), obteve-se o teste qui-quadrado para correlacionar a
distribuicdo do polimorfismo com a susceptibilidade para desenvolver DM1 e suas
caracteristicas clinicas, bem como avaliar o equilibrio de Hardy-Weinberg. O desequilibrio de

ligacdao dentro dos SNPs FCNI e FCN2 e a constru¢do dos haplétipos, foram avaliados

utilizando os softwares Haploview 4.2 e o SNPstats (http://bioinfo.iconcologia.net/SNP stats).

A associagdo com a idade de inicio de diagndstico do DM foi realizada utilizando o

pacote SNPassoc, implementado em software estatistico R (versdo 3.0.0, http://www.r-

project.org).



4 RESULTADOS

Todos os resultados obtidos no presente trabalho estao detalhados no apéndice A.

51



52

5 CONSIDERA COES FINAIS

As ficolinas representam os membros mais jovens da familia complemento e, como tal,
ainda ha muitas incertezas, particularmente no que diz respeito as suas fun¢des nas doengas.
Fortes evidéncias indicam que estdo envolvidas na fisiopatologia de muitas doencas
infecciosas, inflamatérias e autoimunes, embora a literatura neste campo ainda seja
rudimentar, varias linhas de evidéncia sugerem que polimorfismos ou haplétipos nos genes
FCNI e FCN2 podem estar associados com diferentes doencgas. Apesar disso, ndo foi
evidenciada associacdo entre as frequéncias alélicas e genotipicas, entre os grupos dos
pacientes e controles, para os SNPs estudados nesse trabalho, bem como com a insurgéncia de
desordem autoimune (DC e AITD) nestes pacientes. Contudo, o SNP rs1071583 foi
correlacionado com o uma idade mais precoce do diagndstico. Além disso, os SNPs
combinados rs2989727 e rs1071583 estavam envolvidos com a protecio ao DM1. O numero
reduzido de individuos analisados, bem como a estratificacdo populacional podem ter sido
fatores que contribuiram para que o presente estudo tenha produzido resultados divergentes
dos ja observados na literatura. Estudos tanto de réplica genética como funcionais e
imunolégicos devem ser feito para aumentar o nosso conhecimento sobre os genes FCNs no

desenvolvimento de DM1.
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Abstract

Ficolins are innate immune proteins able to activate the complement system by the
lectin pathway. Single nucleotide polymorphisms (SNPs) of FCNI and FCN2 genes,
encoding for ficolin 1 and 2, have been related with susceptibility to infectious and
autoimmune diseases. Our study aims at investigating the association between FCNI and
FCN?2 functional or tagSNPs and the development of type 1 diabetes mellitus (T1D). Two
SNPs at FCNI, rs2989727 and rs1071583 and three at FCN2, rs17514136, rs3124954 and
157851696 were studied in 204 children diagnosed with T1D and 193 healthy individuals all
from North East Brazil. No direct associations were found with the T1D onset or with the

insurgence of T1D related celiac disease (CD) and autoimmune thyroiditis (AIDT). However,
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the genotype T/T (rs1071583) of FCNI was associated with an early age at T1D diagnosis
compared with C/C or C/T genotypes (p= 0.05), around two years of difference Thus, we
hypothesize that the T/T genotype (rs1071583) is not directly involved in the initial steps of
T1D onset, but, after the trigger inducing T1D, individuals carrying this genotype could
increase/accelerate the pancreatic autoimmune response. Despite our results indicate some
importance of FCNI in the context of T1D, additional replica studies should be performed to

clarify the role of ficolins in T1D.

Keywords: Type 1 Diabetes, Ficolins, Autoimmunity, SNP, Complement System.

Introduction

The Lectin Pathway of Complement System acts in the elimination of pathogens,
being able to phagocyte and induce inflammation response. The lectin pathway is activated by
two different lectins, the mannose binding lectin (MBL) and ficolins. The carbohydrates
recognition domain (CRD) of both lectins are responsible to scan molecules present at the
surface of pathogens as well as of anomalous and apoptotic cells in order to activate
inflammation response by the complement cascade or promote the phagocytosis by
opsonization of these cells (Runza et al. 2008). Three humans ficolins were described: M-
ficolin (ficolin-1), L-ficolin (ficolin-2) and H-ficolin (ficolin-3), encoded by the FCNI, FCN2
and FCN3 genes, respectively (Messias-Reason et al. 2009b; Hu et al. 2013). Even if FCNI
and FCN2 genes are located at the same chromosome region, 9q34, they present a differential
expression pattern. FCN1 is manly expressed by leukocytes in intracellular secretory granules
and is secreted in the interstitium and plasma. FCN?2 is expressed in liver’s cells and ficolin-2
protein once produced is secreted in the plasma (Garred et al. 2009).

Several studies suggested the role of ficolins and MBL in the development of
autoimmune disorders due to their ability to promote the apoptotic bodies’ clearance, to
increase the inflammation and to avoid viral infection (Messias-Reason et al. 2009a; Atkinson
et al. 2004; Vander Cruyssen et al. 2007). Previous findings from our research group
described the influence of MBL2 gene functional single nucleotide polymorphisms (SNP) in
the onset of type 1 diabetes (T1D) and other autoimmune disorders, namely celiac disease
(CD) and autoimmune thyroiditis (AIDT), in childhood and adolescence in a population from

the State of Pernambuco, Brazil (Araujo et al. 2009).
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In this work we have extended our investigations to assess the possible influence of
FCNI and FNC?2 functional SNPs in T1D development and the insurgence of related CD and
AITD. Our hypothesis is that decrease in ficolins production/function in interstitium or
plasma, related to the presence of such SNPs, located at regulatory region of FCNI and FCN2
genes, may be responsible for apoptotic bodies’ accumulation with a future autoimmune
response in pancreatic tissues. Moreover, these SNPs in FCNI and 2 could be involved with

the autoantibody production in the autoimmune thyroiditis and celiac disease in T1D patients.

Material and Methods

Patients and healthy individuals

The study was carried out at three pediatric endocrinology reference services in
Pernambuco, Brazil (Instituto de Medicina Integral Professor Fernando Figueira, Hospital da
Restauracao e Hospital das Clinicas), from March of 2010 to December 2013. Children and
adolescents were diagnosis with T1D according to American Diabetes Association criteria
(2012). Patients enrolled in the study that accepted to participate assigned a written free and
informed consent. The project was approved by the local ethics committee (Instituto de
Medicina Integral Professor Fernando Figueira, number 1717/2010).

In this study, 204 T1D subjects (median age 13.5 years) diagnosed with T1D were
enrolled as patients group. 193 healthy individuals (median age 30 years) were recruited, as
healthy individuals, without clinical signs or family history of T1D and not related to the
patient group. Both T1D patients and healthy individuals were born and lived in the same
geographical region of Recife, Pernambuco, Brazil. As Brazilians are considered an admixed
population, due to recent events of European and African migrations, we previously studied
the ethnical composition of Recife population in order to avoid spurious association: we used
12 genetic ancestries in formative markers (AIMs) described by kosoy er al. (2009),
demonstrating a contribution of 59.7%, 23% and 17.3% of European, African and Native

Amerindian ancestry, respectively (Data under publication).

Diagnosis of autoimmune thyroid and celiac disease

Antibodies to thyroid peroxidase (anti-TPO) and anti-transglutaminase (anti-tTG)
were determined by chemio-luminescence (anti-TPO Ab, diagnostic products IMMULITE
Co, Los Angeles) and by ELISA kit I-tTG (Eurospital, Trieste, Italy), respectively, following

manufacturer's instructions. Individuals with anti-TPO antibodies (greater than 35 IU / ml
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basis, according to manufacturer's suggestion) were considered as AITD. Individuals positive
for anti-tTG antibodies were subsequently screened for the presence of HLA DQ2 and/or

DQS8 haplotypes, using (Eurospital, Trieste, Italy) kit I-DQ.

DNA Extraction
Genomic DNA was extracted from peripheral whole blood using Wizard Genomic

DNA purification kit (Promega) according to the standard laboratory protocols.

Polymorphism selection and genotyping

The FCNI and FCN2 are located at chromosome 9q34. After in silico and literature
search we selected five SNPs: The -1981 (rs2989727) and 7919 (rs1071583) located at
promoter region and in exon 9 of FCNI gene, respectively, and the SNPs -4 (rs17514136),
+5839 (rs3124954) and +6424 (rs7851696) located at 5’UTR, intron 1 and exon 8 of FCN2
gene, respectively. SNP in 5’UTR region of FCN2 have been associated with variations in
serum concentration of the protein, whereas the polymorphism located in exon 8, which
encodes the domain similar to fibrinogen, has been associated with an increase in the ability
to link the acetylated residues of the protein (Luz et al. 2013). The rs3124954 represents a
haplobock tagged by rs3128624 of FCN2 gene.

The SNPs at promoter and exon 9 of FCNI could regulate both the expression and the
synthesis of ficolin-1 and were previously associated with autoimmune disorder (Vander
Cruyssen et al. 2007). The rs1071583 of FCNI1 is synonymous SNP that changes dramatically
the frequency of codon usage in the translation process, there by altering the rate of
bioavailable  protein and was associated with other autoimmune events

(http://www.kazusa.or.jp/codon/).

Genotyping was performed using commercially available TagMan probes (Applied
Biosystem).The rs2989727 and rs1071583, by C_26745032_10 and C_1819018_1_,
respectively.The  rs17514136,  rs3124954and  1s7851696, by  C_25765134_10,
C_27462209_20 and C_29220549_20), respectively. TagMan reactions were set up based on
the manufacture’s protocol and the samples were run at 7500 Real-Time PCR instrument

(Applied Biosystem).

Statistical analysis
Allelic discrimination was performed as suggested by the manufacturer (TagMan®

Genotyping Software), and analyzed using Genotyping Transposer software. Using the R
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statistical package (www.r-project.org), we obtained the chi-square test to correlate
polymorphism distribution with the susceptibility to develop T1D and its clinical features as
well as to evaluate the Hardy-Weinberg equilibrium. Linkage disequilibrium within FCN/
and FCN2 SNPs and haplotypes reconstruction were assessed using the Haploview and
SNPstast softwares (version 4.2).

Odds Ratio (OR) and 95% Confidence Intervals (CI) were also computed. In all
analyses, p-value < 0.05 were considered statistically significant.

The association with the age of TI1D onset was performed using the package

SNPassoc, implemented in statistical software R (Version 3.0.0, http://www.r-project.org).

Results

In this study, five single nucleotide polymorphisms in FCNI (2 SNPs) and FCN2 (3
SNPs) genes were analyzed in 204 TID patients and 193 healthy subjects, classified
according to the presence of other autoimmune disorder, namely CD and AITD. The
distribution of allele and genotype frequencies of FCNI and FCN2 SNPs in T1D patients and
healthy individuals is reported in table 1.

Allele and genotype frequencies of FCNI gene polymorphisms (rs2989727 and
rs1071583) were in Hardy-Weinberg equilibrium in both T1D patients and healthy
individuals groups. The FCN2 SNPs frequencies were also in Hardy-Weinberg equilibrium,
except for the rs7851696 (+6424 G>T variant) at exon 8 in both groups. No statistical
differences were found in the SNPs distribution of T1D patients, CD and AITD subgroups
and healthy individuals (Table 1; P-value >0.05) in all genetic models, i.e.codominant,
dominant, recessive, overdominant and log-additive (data not shown).

Only the rs1071583 at FCNI was associated with age-at-diagnosis of T1D (p-value:
0.016; AIC: 1095; dif: -2.20; 95%CI: -3.997 to -0.419; Table 2). This association shows the
genotype T/T as major susceptibility risk factor for an earlier insurgence of diabetes when
compared to C/C and C/T genotypes. Patients with T/T genotypes could develop T1D around
two years earlier than the others patients. No statistical association with the sex distribution
was obtained for all five loci (P-value > 0.05, data not shown).

Since SNPs may act in combination to increase the risk of disease, the haplotypes of
the studied FCNs SNPs were investigated and their frequencies in T1D and healthy control
groups were compared. In spite of lack of strong LD between rs2989727 - rs1071583 SNPs
(D’=0.2), individuals carrying the C allele at both SNPs showed some protection against T1D
onset (p-value: 0.0003, OR: 0.53, 95%CI= 0.38 — 0.75) as show in Table 3.
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Discussion

T1D is a multifactorial autoimmune disease, caused by one or more environmental
factors that interact with the genetic profile of the individual. In fact, the development of T1D
has been linked to environmental factors, and within them, viruses and bacterial toxins have
been reported as playing an important role (Kyvik ef al. 1995; Tsutsumi et al. 2003; Hansen et
al.2004). In the context of infectious triggering of T1D, it is known that ficolins can activate
the lectin pathway of complement after binding to various microbial ligands such as mannose
(Ohta et al. 1990), lipoteichoic acid (Lynch et al. 2004), GlcNAc (Matsushita et al. 1996),
lipopolysaccharide (Zhao et al. 2002; Neth et al. 2000).Thus it can be assumed that the
reduction or deficiency of serum and interstitium ficolin-1/2 in children and adolescents could
be a risk factors for T1Donset. Furthermore, as ficolins are involved in the cleaning of
apoptotic bodies, its deficiency may also be associated with a poor removal of apoptotic cells,
resulting in the spread of autoantigens and immune system activation (Runza et al. 2008;
Boniotto et al. 2005).

The knowledge of ficolin in autoimmune diseases remains scarce; in fact we have
found in the literature only one of genetic association study with autoimmune disorder.
Vander Cruyssen, et al. (2007) described the association of rs2989727 and rs1071583 in
FCN1 with the development of rheumatoid arthritis. Both SNPs were included in the present
studies, but no association with T1D development was found. Furthermore, these SNPs were
not involved in the insurgence of CD or AITD or both. As Vander Cruyssen, et al. (2007),
demonstrated a strong linkage disequilibrium (LD) between the SNPs rs2989727 and
rs1071583, we also performed LD analysis and found that the combination of alleles C-C (for
the rs2989727 and rs1071583, respectively) were associated with protection to TI1D
development, even if these SNPs were not in LD in our studied population. Unfortunately,
Vander Cruyssen, et al. (2007) did not perform the haplotype association, limiting our
discussion.

The mannose binding lectin (MBL) and ficolin proteins may share the same molecular
function and both take part in similar innate immune pathways as synonymous proteins, i.e.,
the absence of one protein could be masked by the presence the other one. So, we hypothesize
that individuals carrying low levels of FCN1 or FCN2 could present normal, or even, high
levels of MBL, thus creating a balance in the complement activation and apoptotic clearance.
Despite these major functions similarities between MBL and ficolins, the ficolin-1 is the

unique to be released by leukocytes that infiltrates the interstitium during the inflammation,
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and we believe that the absence of ficolin-1 in the microenvironmental of the inflammatory
process in pancreas tissues will not be balanced by the MBL presence. However, according to
our results this hypotheses was not confirmed, corroborating Munthe-Fog et al. (2012)
findings that demonstrated that the rs2989727 do not influence the FCNI expression in
monocytes. Interesting, children carrying the T/T genotype (rs1071583 of FNC1I) presented an
earlier age of diagnosis compared with genotypes C/ C or C/T, in a recessive model. The
rs1071583 is a synonymous SNP at exon 9, that changes CAA to CAG, and the codon CAA
has lower codon usage related to CAG (12.3 vs 34.2 per thousand of transcription)
[http://www.kazusa.or.jp/codon/], consequently, individuals carrying the genotype T/T (i.e.
the codon CAA) could produce smaller quantity of ficolin 1. This finding suggests that FCN1
is not implicated in triggering T1D onset, but it could be involved in the chronic conditions of
T1D autoimmunity. After the initial autoimmune response, the recruitment of leucocytes that
produce a smaller quantity of ficolin 1 could diminish the apoptotic clearance and anticipating
the autoimmune profile. However, further functional studies should be performed to clarify

this hypothesis.

Conclusion
This is the first report aiming at studying the genetic role of FCNI and FCN2 in North
Eastern Brazilian children and adolescents with T1D. Despite, no significant association was
found between the studied SNPs and T1D onset as well as with the insurgency of autoimmune
disorder (CD and AITD) in these patients, the SNP rs1071583 was correlated with the an
earlier age of diagnosis. In addition, the SNP combination rs2989727 and rs1071583 was
involved with T1D protection. We are aware of the limitations of our study, related basically
to the low number of individuals analyzed as well as to the absence of functional validation
(ELISA, Western etc.) of the impact of FCNI and FCN2 SNPs on the production and
functionality of the proteins: so both genetic replica and immunological functional studies

should be done to increase our knowledge of FCN genes in the development of T1D.
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Table 1. Allele and genotype frequencies of FCNI1 rs2989727, rs1071583, and FCN2
rs17514136, rs3124954, rs7851696 SNPs in healthy controls (HC) and type 1 diabetes (T1D)

patients classified according to the insurgence of autoimmune thyroid (AITD) and celiac

disease (CD).

TID+

AITD+CD+ AITD+CD -

TID+

TID+

AITD-CD+ AITD-CD-

TID+ TID+

(Al

HC

152989727 n=6(3%) n=4221%) n=12(6%) n=134(69%) n=194(100%) n=188(100%)
C  6(50%)  45(54%) 0(38%) 131 (49%) 191 (49%) 176 (45%)
T  6(0%) 39 (46%) 15(63%)  137(51%) 197 (51%) 200 (53%)
CC  2(33%) 9 (21%) 3 (25%) 31 (23%)  45(23%) 45 (24%)
CT 2(33%) 27 (64%) 3 (25%) 69 (51%) 101 (51%) 86 (46%)
TT 2 (33%) 6 (14%) 6 (50%) 34 (25%) 48 (25%) 57 (30%)
rs1071583 n=6(3%) n=42(20%) n=12(6%) n=134(66%) n=204(100%) n=188(100%)
C  10(83%)  52(62%) 183 (68%)  18(75%) 263 (68%) 243 (65%)
T  2(17%)  32(38%)  85(32%) 6(25%)  125(32%) 133 (35%)
CC  4(67%) 15(36%) 64 (48%) 8 (67%) 91 (47%) 80 (43%)
CT 2(33%)  22(52%)  55(41%) 2 (17%) 81 (42%) 83 (44%)
TT  0(0%) 5(12%) 15 (11%) 2 (17%) 22 (11%) 25 (13%)
rs17514136 n=73%) n=43Q21%) n=12(6%) n=144(70%) n=206(100%)  n=193
A 10(71%)  71(83%)  21(88%)  220(88%)  315(82%) 315 (79%)
G 409%) 15 (17%) 3 (13%) 3 (13%) 86 (21%) 71 (18%)
AA  3(43%) 31 (72%) 9 (75%) 9(75%) 130 (64%) 130 (67%)
AG 4 (57%) 9 (21%) 3 (25%) 3 (25%) 62 (30) 55 (28%)
GG 0 (00%) 3 (07%) 0 (00%) 0 (00%) 12 (6%) 8 (4%)
rs3124954 n=8(4%) n=4321%) n=12(6%) n=144(70%) n=207(100%)  n=193
C  9(64%) 57 (66%) 15(63%) 190 (67%) 271 (66%) 224 (61%)
T  536%) 29 (34%) 9 (38%) 94 (33%) 137 (34%) 142 (39%)
CC  2(29%) 20 (47%) 5 (42%) 68 (48%) 95 (47%) 69 (38%)
CT 5(71%) 17 (40%) 5 (42%) 54 (38%) 81 (40%) 86 (47%)
TT 0 (00%) 6 (14%) 2 (17%) 20 (14%) 28 (14%) 28 (15%)
rs7851696 n=6(3%) n=3720%) n=11(6%) n=134(71%) n=188(100%)  n=191
G 13(93%) 63 (83%) 13(93%)  230(90%) 321 (88%) 343 (90%)
T  107%) 13 (17%) 1 (07%) 26 (10%) 43 (12%) 39 (10%)
GG 6 (86%) 26(68%) 6(86%) 106 (83%) 144 (79%) 158 (83%)
GT 1(14%) 11 (29%) 1 (14%) 18 (14%) 33 (18%) 27 (14%)
TT  0(00%) 1 (03%) 0 (00%) 4 (03%) 5 (03%) 6 (03%)
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Table 2: Association between age of onset of type 1 diabetes and the polymorphism
rs1071583 of FCN1 gene.

rs1071583 N me se dif lower wup p-value AIC
C/C 91 7.86 0.42 0.002 - -
Codominant C/T 81 7.52 048 -0.34 -1.549 0.87 0.05 1097

C/IC-T/T 113 7.40 0.37 0.00 - -
Overdominant 0.84 1101

Log - additivate 0.1.2 - - - -091 -175 -0.06 0.04 1097

N: Number of individuals; me: average for a certain genotype; se:standard deviation of this
average;dif: the difference between the averages of certain genotype with genotype reference;
lower= lower limit of the confidence interval of difference; up = upper limit of the confidence

interval of difference.



