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Resumo

O diabetes mellitus tipo 1 (DM1) é uma doenga autoimune crénica, onde as células T
autorreativas destroem as células beta pancreaticas levando a dependéncia de insulina
exogena. Para o desenvolvimento do DM1 sé@o necessarias numerosas interagdes entre as
células do sistema imunolégico, principalmente mediadas por citocinas de resposta T helper
1 (Th1) e T helper 2 (Th2). O presente estudo teve como objetivo analisar a relagdo das
citocinas de resposta Th1 e Th2 no desenvolvimento do DM1 por meio de uma reviséo de
literatura, avaliando artigos cientificos eletrénicos publicados entre os anos de 2001 e 2016,
além de livros de imunologia aplicados a clinica. Diversos estudos na literatura demonstram
que o perfil de secrec¢ao de citocinas durante o desenvolvimento do DM1 é de padréo Th1
onde temos como principais constituintes a IL-2 e o IFN-y. J& as citocinas de resposta Th2,
compostas basicamente pela IL-4, IL-6 e IL-10, sdo responsaveis por bloquear a evolugéo do
DM1. Através desses dados conclui-se que o entendimento dos aspectos imunolégicos
constitui a base para detecc¢éao e prevengédo do DM1, sendo a disponibilidade de citocinas
clonadas e purificadas uma nova perspectiva para terapias clinicas especificas para modular
aresposta imune.
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INTRODUCAO

O diabetes mellitus tipo 1 (DM1) é uma doenca
autoimune 6rgéao especifica caracterizada pela destruicao
das células beta pancreaticas com consequente deficién-
cia de insulina. Compreende um grupo heterogéneo de dis-
tarbios metabdlicos que apresentam em comum a hiper-
glicemia.”

A hiperglicemia apresenta sintomas como polidria,
polidipsia, perda de peso, polifagia e visdo turva ou compli-
cacOes agudas que podem levar risco a vida, como a
cetoacidose diabética e a sindrome hiperosmolar hiper-
glicémica nao cetética. Em casos cronicos pode estar asso-
ciada a dano, disfungéo e faléncia de varios 6rgéos, especi-
almente olhos, rins, nervos, coracéo e vasos sanguineos. Na
maioria dos casos, essa destruicao de células beta é medi-
ada por autoimunidade, caracterizada pelo diabetes mellitus
tipo 1A. Porém, existem casos em que nédo ha evidéncia de
processo autoimune, com predominio de outro componen-
te, sendo, portanto, referidos como forma idiopatica do DM1,
definido como diabetes mellitus tipo 1B.?

A resposta imune a esses disturbios fica a cargo de
um grupo de citocinas que atuam como mediadores da co-
municacao intercelular, regulando a resposta imunolégica
por meio da maturacgéo, proliferacédo, diferenciacéo, ativa-
cao ouinibigéo de diferentes células do sistema imunolégico
e de outros sistemas e 6rgdos do organismo. Apresentam
grande importancia na patogénese das doengas auto-
imunes, funcionando como mediadores e marcadores da
atividade da doenca e, ainda, como alvo para futuras inter-
vencgdes terapéuticas.®

Ao se analisarem a importancia do DM1, a gravida-
de das complicagdes, os impactos sociais e econdmicos
e os problemas de saude que afetam a qualidade de vida
de seus portadores, verifica-se uma clara necessidade de
tratamentos melhorados para esta patologia. As citocinas
parecem ter grande relagéo e importante eficacia terapéu-
tica no DM1. Desse modo, o estudo dessas citocinas tem
grande relevancia, podendo contribuir para o melhor en-
tendimento dos mecanismos autoimunes associados a
esta patogenia, métodos de prevencéo, tratamentos e ava-
liacao laboratorial mais eficazes. Portanto, o objetivo des-
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se trabalho é analisar a relagéo das citocinas de resposta
T helper 1 (Th1) e T helper 2 (Th2) no desenvolvimento do
DM!1.

MATERIAL E METODOS

Para elaboragéo e desenvolvimento desse trabalho,
utilizaram-se artigos cientificos especializados no assunto
publicados entre os anos de 2001 e 2016 em banco de da-
dos nacionais e internacionais, tais como: PubMed, SciELO,
Medline, ScienceDirect e bases de teses e dissertacdes
da biblioteca virtual em saude, além de livros de imunologia
aplicados a clinica.

DIABETES MELLITUS TIPO 1 (DM1)

O DM1 é uma doencga autoimune crénica, onde célu-
las T autorreativas destroem as células beta pancreaticas
levando a dependéncia de insulina exégena. A etiologia do
DM1 é multifatorial, envolvendo fatores imunolégicos, gené-
ticos e ambientais, que estdo relacionados e atuam no de-
senvolvimento dessa patologia.*

Inimeras evidéncias corroboram a natureza autoimune
desta patologia. A presenca de marcadores de
autoimunidade contra as células beta e a presenca de
infiltrado mononuclear dentro das ilhotas pancreaticas séo
as de maior destaque.®

Os marcadores de autoimunidade sdo os auto-
anticorpos anti-ilhota ou antigenos especificos da ilhota e
incluem os anticorpos anti-insulina, antidescarboxilase do
acido glutamico (anti-GADG65), antitirosina-fosfatases (anti-
IA2 e |IA2B) e antitransportador de zinco (anti-Znt). Esses
autoanticorpos podem estar presentes no soro de pacien-
tes diabéticos recém-diagnosticados e de individuos que
posteriormente irdo desenvolver o DM1 varios anos antes
das manifestagées clinicas da doenga.('*

Ja o processo de destruigdo das células beta pancre-
aticas, denominado insulite, ocorre pela agresséo
imunolégica mediada por células T autorreativas, macréfagos
e células natural killer (NK) sendo, portanto, um processo
dependente da imunidade celular. O processo de insulite
parece ocorrer com maior intensidade em ilhotas onde exis-
tam células beta metabolicamente ativas, ou seja, que
secretam insulina. Ao longo do tempo, as células beta vao
diminuindo, assim como a intensidade do processo infla-
matoério. Em alguns casos, o ataque autoimune nao é limita-
do as células beta e expande-se para outros 6rgéos; sendo
assim, portadores de DM1 s&o propensos a desenvolver
outras doencgas autoimunes 6rgao especificas endécrinas
e nao endoécrinas.*”

Além do componente autoimune, o risco de desenvol-
ver DM1 é fortemente influenciado pela associagéo fami-
liar (Quadro I). Aproximadamente 30% a 50% dos géme-
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os monozigéticos e 3% a 6% dos parentes em primeiro
grau de pacientes com DM1 desenvolvem a doenca, em
comparacado com 0,4% dos individuos da populagéo ge-
ral. Entretanto, a predisposicédo genética, embora neces-
saria, ndo é suficiente para o desenvolvimento clinico da
doenca. Sabe-se que 90% dos individuos que desenvol-
vem DM1 ndo tém um parente em primeiro grau com dia-
betes.("®

Quadro | - Principais genes ou regides responsaveis pela
susceptibilidade ao DM1

Regido Localizagdo/Cromossomo Fungéao

IDDM1  HLA -Cromossomo 6p21.3 Apresentagdo dos antigenos
as ilhotas e ativagédo das
células T

IDDM2 Gene da insulina -
Cromossomo 11p15

Redugéao da glicemia

IDD3 Cromossomo 4 Codificagao da Interleucina 2

A concordancia de apenas 50% para o DM1 entre
gémeos monozigoticos sugere a atuacdo de fatores am-
bientais na etiopatogénese dessa patologia (Quadro II).
Componentes como virus, bactérias, produtos alimentares,
fatores antropométricos, neuronais e hormonais podem ser
manifestados antes do processo autoimune e contribuir para
o surgimento da doenca. Desses fatores, os mais estuda-
dos séo as infecg@es virais. Hipoteticamente, um virus pode
desencadear ou acelerar o processo autoimune contra a
célula beta através da toxicidade direta, formagédo de um
novo antigeno, mimetismo molecular ou interferéncia com o
sistema imune.G®

Quadro Il - Principais fatores ambientais responsaveis pela
susceptibilidade ao DM1

Fator Mecanismo

Infecgdes virais Infecgdes virais
Formagéo de novo antigeno
Mimetismo molecular

Interferéncia no sistema imune

Introdugéo precoce de leite
de vaca

Anticorpos com reacgéo cruzada
com proteinas das células beta
pancreaticas

Algumas substancias também podem provocar res-
postas fisiolégicas locais do sistema imune em diferentes
condi¢des, consideradas como fatores ambientais casuais.
Alintroducao precoce de leite de vaca, em particular o com-
ponente albumina, pode influenciar no inicio da
autoimunidade. A albumina sérica bovina possui uma
sequéncia de aminoacidos semelhante a certas proteinas
das células beta pancreaticas, fazendo com que os
anticorpos contra esse peptideo contido no leite de vaca
possam apresentar uma resposta imune contra as células
beta.®
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Diagnéstico e tratamento

O diagnéstico do diabetes baseia-se fundamentalmen-
te nas alteragdes da glicose plasmatica de jejum ou apés a
uma sobrecarga de glicose por via oral (Quadro ).V

Quadro Il - Valores de glicose plasmatica em mg/dL para
diagndstico do diabetes mellitus e seus estagios pré-clinicos

Categoria Jejum (8 horas sem 2 hapés 759 Casual
ingestao caldrica) de glicose

Glicemia <100 <140

normal

Glicemia em >100a <126

jejum alterada

Tolerancia a > 140 a < 200

glicose

diminuida

Diabetes > 126 > 200 > 200 (com

mellitus sintomas
classicos)

Fonte: Diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes 2016.

A utilizacdo da hemoglobina glicada (HbA1c) como
método de diagnéstico para o DM deve seguir o seguinte
critério, HbA1c >6,5% a ser confirmada em outra coleta (dis-
pensavel em caso de sintomas ou glicemia > 200 mg/dL).
Entretanto, apesar de muitos autores néo considerarem ideal
utilizar esse parametro como critério de diagnéstico do DM
devido as discordancias entre resultados de glicemia e de
HbA1c, a OMS alega que a medida da HbA1c avalia o
grau de exposi¢do a glicemia durante o tempo e os valo-
res se mantém estaveis apos a coleta. Recentemente, foi
levantada a questéo da influéncia das etnias. Os individu-
os afrodescendentes apresentam niveis mais elevados de
HbA1c do que os caucasoides para valores iguais de
glicemia em todas as categorias: tolerancia normal a
glicose, pré-diabetes e DM, levando a discordancia de re-
sultados.”

Existem também exames mais especificos para o
diagnoéstico, como a avaliagédo da presenca de auto-
anticorpos nas ilhotas pancreaticas que, nos casos positi-
vos, estdo em elevado nimero. Os autoanticorpos mais co-
muns detectados em individuos diagnosticados com DM1
sdo: anticorpos anti-ilhotas pancreaticas (anti-ICA),
anticorpos anti-insulina (IAA), antidescarboxilase do acido
glutamico (anti-GAD) e antitirosinafosfatase (1A2).("0

O tratamento classico do DM1 consiste de aplicacdes
diarias de insulina para o adequado controle glicémico.
Contudo, novos estudos vém sendo realizados com o intui-
to de se utilizar a terapia celular para o tratamento do DM1.
Varias células progenitoras apresentam grande potencial
no processo de regeneracado da massa de células beta, in-
cluindo a propria célula beta, o precursor pancreatico
multipotente, células-tronco hematopoiéticas, células-tronco
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mesenquimais, células do cordao umbilical, células hepati-
cas ovais e esplendécitos."

Sistema imune e DM1

A maioria das doencgas autoimunes esta ligada a um
desequilibrio entre as células autorreativas T efetoras (Teff)
e as células T regulatérias (Tregs), sendo a perda da tole-
rancia central e/ou periférica um ponto critico na génese da
autoimunidade.(213

Na tolerancia central, as células T autorreativas sdao
destruidas no timo através de vias de apoptose. Porém, esse
processo é permeavel, e Teffs potencialmente nocivas po-
dem ser geradas. No entanto, elas geralmente ndo mediam
doencas autoimunes, porque, no sistema imunolégico nor-
mal, CD4 + CD25 + FOXP3 + Treg suprimem estas células
Teffs potencialmente prejudiciais. Entretanto, os individuos
portadores de doencas autoimunes podem apresentar alte-
racdes deletérias nas células Tregs, o que pode levar ao
desenvolvimento de multiplas doengas autoimunes, incluin-
do o DM1.® Além disso, a maioria dos estudos com mode-
los de camundongos NOD (Non obese diabetic) mostra que,
nessa condicédo, as células T autorreativas séo resistentes
a apoptose central, o que predispde ao surgimento da do-
enca autoimune. (314

Ja a tolerancia periférica é exercida através de multi-
plos mecanismos. Esses mecanismos envolvem inativagéao
funcional sem morte celular promovida pelas células Tregs.
As Tregs suprimem a ativacédo e as fungdes efetoras dos
linfécitos T autorreativos, caso sejam ativados na periferia.?

Ainda n&o se conhecem os mecanismos moleculares
e as citocinas que controlam o surgimento deste processo
autoimune. Sabe-se que as citocinas participam da
homeostase de linfécitos T CD4+, CD8+ e varios outros
componentes do sistema imune, podendo, desse modo, in-
tervir com o desenvolvimento da autoimunidade.®

CITOCINAS

Para o desenvolvimento do DM1, sdo necessarias
numerosas interacdes entre as células do sistema imuno-
I6gico (Quadro IV). Estas agdes sédo controladas por medi-
adores soluiveis, denominadas citocinas. Cada uma destas
é secretada por tipos celulares especificos em resposta a
uma variedade de estimulos, produzindo efeitos caracteris-
ticos sobre o crescimento, a motilidade, a diferenciagédo ou
funcao das células-alvo.

Os efeitos das citocinas podem ser sinérgicos ou an-
tagodnicos entre si. Um exemplo deste antagonismo é a
dicotomia no padrédo de produgéo de citocinas, Th1 e Th2.
Quando os linfécitos T produzem citocinas de padréo Th1,
isto é, IL-2 e IFN-y, é induzida uma resposta predominante-
mente do tipo celular, caracterizada por um infiltrado rico
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em neutréfilos polimorfonucleares, linfocitos e macréfagos
e pela formacao de granulomas. Ao contréario, quando ha
predominio de padrdo Th2, isto é, IL-4, IL-6 e IL-10, a res-
posta induzida é preferencialmente humoral, caracterizada
por importante inducéo da sintese de IgE e anticorpos pela
célula B.")

Quadro |V - Principais parametros imunolégicos alterados no
desenvolvimento do DM1

Apresentacao

Parametro

Células Tregs Niveis de apoptose aumentados no inicio do DM1

INF-y Aumentado diminui a produgdo de insulina e pode
tornar as ilhotas pancreaticas melhores alvos e as
células T mais responsivas

IL-2 Diminuida aumenta a atividade de linfocitos T
autorreativos por diminuicdo da producao de
células Tregs

IL-4 Elevada tem efeito protetor no DM1

IL-6 Elevada tem efeito diabetogénico

Antes de a resposta ser desviada para um padrédo Th1
ou Th2, os linfécitos passam por uma fase denominada T
helper zero (ThO0); durante esta fase, dependendo do tipo de
interacdo com a célula apresentadora de antigeno, e do
microambiente local, um ou outro padréo ira predominar. E
importante ressaltar que os dois padrées distintos, Th1 e
Th2,tendem a uma inibigdo mutua, isto é, quando a respos-
ta é desviada para o tipo Th1, as citocinas produzidas ini-
bem a resposta do tipo Th2 e vice-versa.(™®

Citocinas de resposta Th1

O perfil de secrecao de citocinas durante o desenvol-
vimento do DM1 é de padrdo Th1 onde temos como princi-
pais constituintes a interleucina 2 (IL-2) e o interferon gama
(IFN=y).

O IFN-y, também chamado de interferon imune, é sin-
tetizado pelas células imunes, incluindo células T auxilia-
res, T citotéxicas e células NK quando estimuladas por
citocinas. Sua funcédo baseia-se na regulacéo do sistema
imune através da estimulagcédo da expresséo de moléculas
apresentadoras de antigenos, tanto de classe | quanto clas-
se ll; regulagéo do ciclo celular, crescimento celular e tran-
sicdo da imunidade inata para a adaptativa. Em excesso,
essa citocina interfere na sinalizacdo dos adipécitos, ativa
ainda mais os macréfagos e impede a acéo eficiente da
insulina.("®

O INF-y diminui a producéo de insulina pelas células
beta pancreaticas sem alterar a biossintese total da protei-
na ou comprometer a viabilidade celular. Essa citocina atua
diretamente no fenétipo e na funcéo das células beta pan-
creaticas. Em suma, pode tornar as ilhotas pancreaticas
melhores alvos e as células T mais responsivas, além de
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mediar diminuigdes caracteristicas na sensibilidade a
glicose, aumentando desse modo o processo insulinico.

A expressao pancreatica de IFN-y em modelos ani-
mais de diabetes autoimune também tem sido relatada. Os
camundongos transgénicos que contém o gene IFN-y liga-
do ao produtor de insulina humana desenvolvem insulite e
subsequentemente diabetes autoimune. Alternativamente, a
administracao de anticorpo anti-IFN-y diminui a incidéncia
de diabetes em camundongos diabéticos.!""

A IL-2 possui efeitos sobre uma grande variedade de
tipos celulares, mas suas fungdes mais importantes dizem
respeito aos linfécitos T. Ela promove a proliferacédo e ex-
panséao de células T regulatérias. As células Tregs séo res-
ponsaveis por suprimir a ativacao e funcao dos linfocitos T
autorreativos; logo, a diminui¢do de IL-2 afeta diretamente
a producdo de células Tregs e, consequentemente, os
linfécitos T autorreativos.®

Glicsic Milosavljevic et al."® demonstraram que o nivel
de apoptose das células Tregs é significativamente aumen-
tado nos seis primeiros meses do diagnéstico do DM1 em
humanos, voltando a valores mais baixos ap6s esse perio-
do. Com isso, aventam a possibilidade de quantidades di-
minuidas de células Tregs exercerem papel fundamental na
génese do DM1.

A administracédo de uma dose baixa de IL-2 no ini-
cio do DM1 pode impedir e também reverter a doenca
estabelecida em camundongos NOD. O principal meca-
nismo é o aumento da atividade das células Tregs no pan-
creas.!"®

Embora as doses baixas de IL-2 que podem estimular
as células Tregs sejam bem toleradas por periodos de tra-
tamento curtos, a seguranca da administracdo de uma dose
baixa de longo prazo de IL-2 n&o é conhecida. Estudos em
animais utilizando IL-2 em DM1 néo relataram toxicidade.
Além disso, demonstraram que camundongos NOD trata-
dos com IL-2 por até 12 meses ndo mostraram qualquer
toxicidade sistémica nem qualquer efeito nocivo sobre as
respostas imunes benéficas a vacinacao, a infeccao, gravi-
dez e cancer. Outros estudos demonstraram que camundon-
gos NOD jovens pré-diabéticos tratados com uma dose
baixa de IL-2 em conjunto com drogas que s&o favoraveis
para células Tregs, tais como rapamicina e glicocorticoides,
podem ser protegidos contra o desenvolvimento do
DM1 _(20,21)

Citocinas de resposta Th2

O perfil de secregéo de citocinas com intuito protetor/
terapéutico para o DM1 é de padrao Th2, com a secrecao
predominantemente de interleucina 4 (IL-4), interleucina 6
(IL-6) e interleucina 10 (IL-10).

A IL-4 é produzida principalmente por linfécitos T CD4+
ativados, mas também por células NK, mastécitos, eosi-
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noéfilos e basofilos. Além de ser a principal citocina de ativa-
¢éo da via Th2, também tem papel importante na sobrevi-
véncia e diferenciacéo de linfocitos T.(?

Essa citocina parece ter um efeito protetor no DM1. A
administracéo de |IL-4 foi relatada para prevenir o desenvol-
vimento do diabetes em camundongos NOD. O tratamento
do diabetes induzido por estreptozotocina com anticorpos
anti-IFN-y foi associado com o aumento da expressao de
RNA mensageiro de IL-4, e a inibicdo do diabetes autoimune
pela administracéo adjuvante de insulina oral foi associada
a um aumento local de IL-4 nas células beta pancreéaticas.
Acredita-se que a IL-4 protege contra a autoimunidade por
inibicdo da resposta Th1, reduzindo a apresentagédo de
autoantigenos especificos das células beta pancreaticas.®

A IL-6 é uma citocina de resposta aguda nos proces-
sos inflamatoérios. Age estimulando células T e B, induzindo
proteinas de fase aguda nos hepatécitos. O envolvimento
da IL-6 no DM1 é sugerido ja que a expresséao elevada da
IL-6 induz a diferenciacéo da célula B, a qual pode ser im-
portante no desenvolvimento de doencga autoimune, através
da produgéo de anticorpos especificos contra constituintes
da célula beta.®®

A IL-6, apesar de ser uma citocina de resposta Th2,
também pode estar relacionada com o desenvolvimento do
diabetes. Essa citocina atua nas células beta, interferindo
na sintese de insulina e atua nas células alfa, impedindo a
producédo de glucagon. Por essa razéo, a IL-6 encontra-se
elevada nas situagées de hiperglicemia.®®

A IL-10 é um inibidor de macr6fagos e células den-
driticas ativadas e estéa, portanto, envolvida no controle das
reacdes da imunidade natural e da imunidade mediada por
células. No DM1, pode induzir imunidade humoral contra
constituintes das células beta e, em associacéo as citocinas
Th1, exacerbar o DM1.G2®

Segundo Balsa,?” a exposi¢ao das células T autorre-
ativas a IL-10 nas ilhotas pancreaticas durante a fase efetora
do diabetes acelera a doenca. No entanto, a exposicao
sistémica a IL-10 durante a fase pré-diabética inibe a doen-
ca. Isso sugere que a IL-10 pancreéatica e a IL-10 sistémica
podem ter vias distintas de fungbes imunorreguladoras. A
IL-10 sistémica pode inibir o DM1 através da indugdo de
apoptose das células T autorreativas, devido a sua fungao
imunoestimulatéria sobre as células T e B ativadas. Jaa IL-
10 pancreatica pode apenas afetar as células T CD8 que
infiltram no inicio do processo da doenca.

CONCLUSAO

Até o momento, a Unica opcao terapéutica para as
doencas autoimunes tem sido os imunossupressores. Po-
rém, ativar/expandir células do préprio organismo pode al-
cancar a mesma finalidade sem provocar os efeitos toxicos
e colaterais da imunossupresséo. Apesar da promessa das
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citocinas como mediadores poderosos de resposta imune,
muito ainda deve ser feito para seu uso na pratica. E neces-
sario fornecer doses eficazes para atingir as concentragcdes
locais ideais e evitar os efeitos colaterais indesejaveis.
Contudo, a promessa das citocinas para a clinica médica é
grande e os esforgos para desenvolver estratégias seguras
e eficazes relacionadas as citocinas tem progredido conti-
nuamente. A avaliagado laboratorial do padrdo de resposta
imune, em individuos com histérico familiar de DM1 ou néo,
pode se constituir uma ferramenta de grande importancia
na determinacgéo do risco de desenvolvimento da doenca.

Abstract

Type 1 diabetes mellitus (DM 1) is a chronic autoimmune disease, where
as autoreactive T cells destroy as pancreatic beta cells leading to
exogenous insulin dependence. For the development of DM 1, interactions
between immune system cells, mainly mediated by cytokines of T helper
1(Th1) and T helper 2 (Th2) are required. The present study aimed to
analyze the relationship of Th1 and Th2 response cytokines in the
development of DM1, through a review of the literature, evaluating
electronic scientific articles published between 2001 and 2016, as well
as immunology books applied to the clinic. Several studies in the literature
demonstrate that the cytokine secretion profile during the development
of DM1 is of the Th1 pattern where we have as main constituent of IL-2
and IFN-y. As Th2 response cytokines, composed mainly of IL-4, IL-6
and IL-10, they are responsible for blocking the progression of DM1.
Through conclusive data, itis a point of view for the prevention of DM 1.
With the availability of cloned and purified cytokines a new perspective
for specific clinical therapies to modulate the immune response.
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