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RESUMO

A presenca de receptores para a 1o25-dihidroxivitaminaD; nas células do sistema imune
e células beta pancreéticas, entre outros tecidos, tem ampliado os estudos sobre as
acoes desse horménio. Esta é a Unica forma metabolicamente ativa da vitamina D e age
através da ativacdo dos receptores nucleares da vitamina D. Polimorfismos do gene do
receptor da vitamina D (RVD) vém sendo estudados como marcadores de suscetibilidade
genética para o Diabetes Melito tipo 1 (DM1) e para Doenca Auto-imune da tiréide.

Neste estudo, no primeiro artigo, avaliamos a frequéncia dos polimorfismos do RVD Bsml
(rs154410) e Fokl (rs10735810) e sua relagdo com a funcao residual das células beta
pancreaticas em um grupo de individuos com DM1 brasileiros. Nao observamos
diferencas nas frequéncias do polimorfismo Fokl entre os individuos com DM1 e grupo
controle (C). No entanto, nos individuos com DM1 e homozigose ou heterozigose para
esse polimorfismo observamos uma tendéncia a menor fungao residual da célula beta
(5,8% vs. 14,3%, gendtipos ff e Ff vs. FF, p=0,07), sem diferencas nas caracteristicas
clinicas e laboratoriais avaliadas. Em relacdo ao polimorfismo Bsml observamos maior
frequéncia de homozigose e heterozigose no grupo C em relagdo ao DM1 (79,1% vs
66,1%, p= 0,006) e, os individuos com DM1 e esse polimorfismo apresentavam idade
maior ao diagnostico (bb e Bb 10,7+4,9 vs. BB 9,3+4,5 anos, p=0,061), sem diferencas na
funcgéo residual da célula beta.

No segundo artigo, analisamos o polimorfismo do RVD Fokl nos individuos com DM1 e
concomiténcia de Disfungéo Tiroidiana (DT). Consideramos como DT hipotiroidismo ou
hipertiroidismo. Observamos maior frequéncia desse polimorfismo nos individuos com
DM1 e DT (ff e Ff 73,9% com DT vs. 52,7 % sem DT, p= 0,05). Nesses individuos
observamos também maior frequéncia de DT no sexo feminino (72% com DT vs. 48,4%
sem DT, p =0,02), maior positividade para o ATPO (80% com DT vs. 25% sem DT, p <
0,001) e para o anti-GAD (56% com DT vs. 30,3% sem DT, p= 0,01).

Em resumo, nos individuos com DM1 na presenca do polimorfismo do RVD Fokl
observamos uma tendéncia a menor fungdo residual da célula beta pancreética e, na
presenca do polimorfismo Bsml observamos maior idade ao diagndstico. Essas
associacoes devem contribuir para a heterogeneidade dos resultados encontrada nos
estudos que avaliam as rela¢des da vitamina D com o DM1.

Com respeito a associagao do DM1 e DT, os dados clinicos e laboratoriais nos individuos
desta amostra foram semelhantes aos ja descritos na literatura. Entretanto, a maior
frequéncia do polimorfismo do RVD Fokl nos individuos com DM1 e DT colabora para a
existéncia de uma possivel sobreposicdo de mecanismos que envolvem a imunidade
celular e que assim relacionam a vitamina D com a auto-imunidade presente nessas duas
doencas.

viii



INTRODUCAO

INTRODUCAO
Vitamina D
Consideracdes iniciais

A presenca de receptores para a la,25-dihidroxivitaminaD3;, nas
células do sistema imune e células beta pancreéticas, entre outros tecidos, tem
ampliado os estudos sobre as acfes desse hormoénio além do seu conhecido

papel sobre o metabolismo 6sseo %9,

A formacao da vitamina Dj inicia-se na pele, através de uma reacao
fotolitica catalisada pela radiacéo ultra-violeta. Este processo é sucedido por duas
hidroxilagdes, a primeira no figado, formando 25-hidroxivitaminaD3 (25(0OH)D3), e
a segunda nos rins levando a formagdo da la,25-dihidroxivitaminaDs
(1,25(0OH).D3), que é o metabdlito ativo. A producdo da 1,25(0OH),D3 nos rins é
regulada por varios fatores, particularmente pelo horménio da paratirdide (PTH) e
também por inibicdo da la-hidroxilase A 1,25(0OH),D3; também regula a enzima
24-hidroxilase, responsavel por sua degradacdo *®. Os efeitos classicos da
vitamina D sdo o aumento da absorcédo intestinal, reabsorcdo 6ssea e renal de

célcio e fosfato, processos fundamentais na homeostase do calcio ©.

Uma exposicao eficiente ao sol (2 horas por semana) é suficiente
para manter niveis normais de vitamina D, podendo também ser obtida da dieta
através de fontes vegetais (vitamina D, conhecida por ergocalciferol) ou animais

(vitamina D3, conhecida por colecalciferol) .

A 1,25(0OH),D3 é a unica forma metabolicamente ativa da vitamina D
e pode ser considerada um hormoénio esterdide. Este exerce as suas acdes
através da ativacdo dos receptores nucleares da vitamina D (RVD), que sé&o

membros da superfamilia dos receptores nucleares *2.

O RVD forma homodimeros ou heterodimeros com o0s receptores
retindides (RXR), que ligam-se ao elemento de resposta do receptor de vitamina
D (ERVD), que correspondem a sequéncias em genes regulados pela
1,25(0H),D; ®®. O RVD esta ligado a co-repressores no nicleo celular e apés a
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sua ocupacéo pela 1,25(0OH),D3 ocorre uma alteracdo de sua conformacao e uma
série de eventos que resultam na transcricdo génica. Co-ativadores e fatores de
transcricdo sdo necessarios para esse processo . Um resumo das acdes

gendmicas da 1,25(0OH),D; estéo ilustradas na figura 1.

%)
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Figura 1: Ac¢des gendmicas da 1,25(0OH),D; apés ligacdo ao seu receptor (Adaptado da
referéncia 1). A ligacdo da 1,25(0OH),D; ao receptor da vitamina D (RVD) leva a alteracdes
conformacionais, com heterodimerizagdo com o receptor retindide(RXR). O complexo RXR-
RVD liga-se ao elemento de resposta do RVD (ERVD). Proteinas co-repressoras (CoR) séo
liberadas da superficie do RVD permitindo a interacdo com proteinas co-ativadoras
(CoA).Ocorre entdo a interacdo do receptor com o complexo transcricional da RNA polimerase
I, resultando na transcri¢cdo génica. LBD: dominio de ligacdo; TF: Fator de Transcri¢ao.

O gene do RVD localiza-se no cromossomo 12, com 75 Kb de DNA
gendmico. VariagOes alélicas desse gene tém sido identificadas e estudadas
como os polimorfismos Fok | no exon 2 (rs10735810), Bsm | (rs154410) e Apa |
(rs7975232), nos introns sucessivos entre o exon 8 e 0 exon 9, o Taq | no exon 9

(rs731236) e Tru91 no intron 8 (7, 8, 9, Figura 2). Além desses polimorfismos que
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tém sido extensivamente estudados, outros também foram descritos como P-
10858, na regiao promotora, 13+ 2550 e 13- 3260 no intron 3, rs 1544410 no intron
8 e Poly A no exon 9 19,

Apal
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Figura 2: Polimorfismos do gene do receptor da vitamina D (Adaptado da referéncia 11).
Localizagdo dos sitios de restricdo dos polimorfismos: Fok | no exon 2 , Bsm | e Apa |, nos
introns entre o0 exon 8 e 0 exon 9, e Taq | ho exon 9.

No entanto, somente o polimorfismo Fok | resulta em um sitio de
inicio de transcricao alternativo que leva a producdo de uma variacdo da proteina,
com adicdo de 3 aminoacidos na porcdo aminoterminal ®). Esse polimorfismo
afeta a transcricdo e resulta em diferencas na modulacdo do fator de transcricao
B 2,

Estudo in vitro com monocitos, células dendriticas e linfoécitos com
auséncia do polimorfismo Fokl evidenciou uma maior secregdo de interleucina-12

e maior proliferacéo de linfécitos com esse polimorfismo 2.
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Diabetes melito tipo1l, Vitamina D e os Polimorfismos do RVD
A) Diabetes melito tipo 1

O Diabetes melito do tipo 1 (DM1) corresponde ao diabetes
associado a uma destruicdo das células beta pancreaticas resultando em uma
deficiéncia absoluta de insulina. Do ponto de vista etiol6gico, o DM1 é subdividido

em Tipo 1A (DM1A, associado a alteracdes auto-imunes) e tipo 1B (idiopatico) *¥.

O DML1 é uma das doengas mais comuns da infancia, com incidéncia
muito variavel (superior a 350 vezes) entre populacdes diferentes. A incidéncia
ajustada pela idade de DM1 varia de 0,1/100000/ano na China e Venezuela a
36,8/100000/ano na Sardenha (Italia) e 36,5/100000/ano na Finlandia *®. Em Sao
Paulo, SP, Brasil esta é estimada em 7,6/100000 habitantes 9.

O DM1 apresenta uma predisposicao poligénica sobre a qual atuam
fatores ambientais ainda ndo totalmente esclarecidos para o desencadeamento
de um processo inflamatério auto-imune, altamente especifico, que resulta na
destruicdo das células beta pancreaticas !”. Este processo é progressivo e se

acompanha de uma reducéo gradativa da secrecao de insulina.

Apbs o diagnostico clinico as reacdes auto-imunes contra as células
beta prosseguem como também a tendéncia de evolugédo para uma insulinopenia

absoluta.

O método mais direto para avaliacdo da funcéo residual das células
beta é a medida da secrecdo enddgena de insulina. A avaliacdo da secrecao de
insulina através dos seus valores periféricos é limitada devido a insulina sofrer
uma grande (40 a 60%) e variavel extracdo na primeira passagem hepatica apés
a sua secrec¢ao na veia porta e a um clearence oscilante em diferentes condi¢des
fisiologicas. Além disso, muitos meétodos de dosagem ndo sdo capazes de
diferenciar a insulina da proé-insulina e de seus intermediarios, como também a

insulina endégena da exégena 2.

Do mesmo modo, a terapéutica com insulina induz a producéo de

anticorpos anti-insulina que podem interferir com alguns ensaios para dosagem

da insulina ®.
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A medida do peptideo-C, contudo, é uma metodologia
completamente validada para quantificar a secrecdo endogena de insulina. Esse
peptideo é co-secretado com a insulina pelas células beta pancreaticas como um
subproduto da clivagem enzimética da pré-insulina em insulina. O peptideo-C e a
insulina sdo secretados na circulagdo portal em concentracdes equimolares. Os
parametros farmacocinéticos do peptideo-C sdo bem estabelecidos e enquanto o
figado metaboliza uma porcao significante da insulina na primeira passagem, o
peptideo-C ndo sofre essa extracdo hepatica e tem um clearance periférico
constante em vérias concentracdes plasmaticas e na presenca de alteracdes nas
concentracdes de glicemia. O peptideo-C é excretado exclusivamente pelos rins e
a sua meia vida plasméatica de aproximadamente 30 minutos contrasta com a
curta meia vida da insulina (aproximadamente 4 minutos). Atualmente os ensaios
para o peptideo-C tém sido extensivamente utilizados, sendo a reatividade
cruzada com a pro-insulina ou seus produtos de conversao de aproximadamente
10% e, portanto, contribui com uma quantidade desprezivel na imunorreatividade
total do peptideo-C. Além disso, estes ensaios apresentam uma baixa
variabilidade e alta reprodutibilidade. Por todas essas caracteristicas, atualmente
existe um consenso de que a medida do peptideo-C é o método mais apropriado

no momento para avaliacdo de secrecéo residual de insulina no DM1 @8,

Nos individuos com DM1 acompanhados no DCCT (“Diabetes
Control and Complications Trial”) com duracdo da doenca entre 5 e 15 anos,
somente 8% dos adultos e 3% das criancas apresentavam peptideo-C apés
estimulo superior a 0,2 pmol/mL (0,6 ng/ml), considerado como func¢éo residual da

célula beta 9.

A identificacdo de fatores progndsticos para a manutencdo da
funcdo das células beta pancreéticas tem um grande potencial entre os que
influenciam na evolucdo clinica da doenca. Apesar da producdo enddgena de
insulina ser insuficiente para manter os valores de glicemia dentro dos parametros
normais no DM1, uma func¢éo residual das células beta facilita o bom controle com
pequena ou moderadas doses de insulina exdgena. Estudos tém mostrado que
mais da metade de jovens adultos com DM1 apresentam peptideo-C acima do
limite inferior de referéncia, sugerindo uma secrecdo residual de insulina no

momento do diagndstico clinico. Durante o primeiro ano apos o diagnéstico, a
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funcdo das células beta permanece estadvel, mas comeca a cair durante o
segundo ano“?, de modo que intervences ou fatores relacionados a

manutencao da secrecao residual de insulina apos esse periodo sao de interesse.

Por ultimo, estudos recentes tém sugerido atividade biolégica do
peptideo-C e a sua importancia na protecdo contra o desenvolvimento das
complicacdes microangiopaticas do diabetes melito 9.

Até 0 momento os estudos mostram que a idade mais avancada ao
diagnéstico ™, o controle glicémico rigoroso ®?, fatores genéticos como o0s
gendtipos do HLA ®® e uma variante do gene PTNP22 ¥ influenciam na
manutencdo da funcéo residual das células beta. Por outro lado, outros dados
mostram que em adultos jovens (15 a 34 anos) os baixos valores de peptideo-C e
elevados de anticorpos anti-GAD ao diagndéstico foram fatores de risco para a
diminuicdo da funcdo das células beta. Entretanto, os valores de outros
autoanticorpos (ICA, anti-lIA2 ou anti-insulina) ou fatores tais como idade, indice
de massa corporal ou género ndo tiveram importancia para o prognostico da

evolugéo da secrecéo de insulina ¥,

B) Vitamina D e DM 1

Diversos fatores ambientais vém sendo estudados como
desencadeadores do processo auto-imune do DM1, tais como infeccbes virais,

fatores alimentares e toxinas @,

Entre os fatores alimentares, estudos avaliaram o papel da
suplementacdo da vitamina D e risco de desenvolvimento do DM1. O primeiro
estudo, realizado pelo grupo EURODIAB (“European Community Concerted
Action Programme in Diabetes”), avaliou em 970 individuos com DM1 e 3071
controles o uso de vitamina D e o risco de desenvolver DM1, tendo sido
observado reducéo desse risco *®. No segundo, a suplementacéo dessa vitamina
no primeiro ano de vida, para a prevencao do raquitismo, foi associada a menor
risco de desenvolvimento de DM1, em torno de 80%, nos individuos que

@7

receberam as doses recomendadas ““"’. Recentemente, um estudo de meta-
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analise mostrou que o risco de DM1 foi reduzido de maneira significante em
criancas que receberam suplementacdo de vitamina D em relacdo as que néo
receberam essa vitamina (odds ratio 0,71 IC 95%: 0,60 a 0,84). O estudo sugere
também um efeito do periodo e da dose de vitamina D administrada no risco de
desenvolvimento do DM1. Entretanto, nas conclusdes o0s autores sugerem que
estudos randomizados, controlados, com periodo de seguimento longo sé&o
necessarios para estabelecer a relacdo de casualidade como também a
formulacdo, dose e periodo de suplementacdo dessa vitamina adequada para

diminuir o risco de DM1 @®,

A exposicdo a luz solar é a principal fonte de vitamina D, tendo
correlagdo a 25- hidroxivitamina D sérica com a disponibilidade e intensidade da
luz ®®. Mohr et al. @ estudaram a associacdo entre a exposicdo a radiacdo
ultravioleta em 51 regides do mundo e incidéncia de DM1, tendo sido observadas
maiores taxas de incidéncia em regibes de maior latitude, em ambos os
hemisférios (r>= 0,25, p < 0,0001). Esse estudo, assim como 0s anteriormente

citados, sugere um papel da vitamina D na reducéo do risco do DM1.

Estudos em modelos animais de DM1 também apontam uma relacéo
entre a reposicdo de vitamina D e o desenvolvimento de diabetes. Em
camundongos NOD (non obese diabetic), modelo animal classico para estudo do
diabetes auto-imune, a administracdo de 1,25(0OH),Ds; preveniu o
desenvolvimento do diabetes e da insulite auto-imune ®Y. A deficiéncia de
vitamina D intra-uterina e nas primeiras semanas de vida desses camundongos
levou a um inicio mais precoce do diabetes e a uma apresentacdo mais

agressiva ©2.

Pozzilli et al. ®® e Littorin et al. ¥ observaram reducédo nos niveis de
vitamina D nos individuos com o diagnostico recente de DM1. Essa reducdo dos
niveis da 25(0OH)D3; manteve-se apds 8 anos de seguimento, independente da
variacdo sazonal ®¥. No entanto, a causa dessa reducéo e se a mesma influencia

a historia natural da doenca néao estéo estabelecidos.
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C) Vitamina D e Auto-imunidade do DM1

Acredita-se que o DM1 decorre de uma alteracdo no equilibrio entre
a as atuacdes dos linfécitos T helper tipo 1 e tipo 2 associado a um
redirecionamento da rede de citocinas e que resulta em uma destruicdo especifica

das células beta pancreaticas ©°.

O reconhecimento de auto-antigenos especificos das células beta
pancredticas por células apresentadoras de antigenos aos linfécitos T helper
CD4+ auto-reativos, em associacdo com moléculas do HLA de classe II, é o
primeiro passo para o inicio da doenca. Os macréfagos secretam interleucina-12
(IL-12), que estimula os linfécitos T helper 1 (Thl) a secretarem interferon-gama
(IFN-y) e interleucina-2 (IL-2). O IFN-y estimula a secre¢do, por macrofagos, de
fator de necrose tumoral-o (TNF-a), interleucina 1 (IL-1) e radicais livres que séo
toxicos para as células beta pancreédticas. As citocinas também promovem a
apoptose das células beta diretamente ou por aumento da expressao do receptor
Fas na superficie dessas células, tornando-as mais sensiveis a apoptose mediada
pelas células T. As citocinas envolvidas na resposta Thl ( IL-2 e IFN-y) também
induzem a ativacdo e migracao de células T citotéxicas CD8+ , aumentando o

infiltrado dessas células nas ilhotas ©?.

As citocinas da resposta Th2 também podem causar dano as células
beta e, em associa¢cdo com as citocinas Thl, exacerbar o processo inflamatério
do DM1 ©9. Além disso, a secrecdo de auto-anticorpos que podem ligar-se a
antigenos pancreaticos pode desencadear uma resposta citotoxica dos linfécitos

T auto-reativos ©9,

Em modelos animais a 1,25(0OH).D3; regula a apresentacdo de
antigenos pelas células dendriticas ®” e influencia a secrecdo de citocinas que
determinam o desenvolvimento das células Thl e inibicdo das células Th2 ©839,
principalmente da IL-12, através da inibicdo do fator nuclear kappa B “?. Estas

acOes estao esquematizadas na Figura 3.

Os efeitos da 1,25(0OH),D3 no sistema imunologico sdao mudltiplos,
mas todos levam a um estado de tolerancia e anergia ao invés de uma ativagao

imunolégica “Y. Na presenca da 1,25(0H),Ds células dendriticas se diferenciam




INTRODUCAO

na direcdo de células com um grau maior de tolerancia e expressdo menor das
moléculas do complexo de histocompatibilidade de classe Il e de moléculas de
adesdo, que sao necessarias para uma estimulacdo completa das células
T 54243 - Além disso, como ja foi citado acima, as citocinas que possuem uma

importancia crucial para o recrutamento e ativacdo das células T sédo suprimidas
pela 1,25(0OH), Ds.

y N IL-12
1 . IL-1

1 " TNF-o

/ " Radicais livres

CD80/86

CD28/CTLA4 !

\

IL-10
TGF-B

IL-4
IL-5
IL-10

Figura 3: Mecanismos de acdo da 1,25 dihidroxivitamina D3 no DM1A (Adaptado da
referéncia 5).

D) Polimorfismos do gene do Receptor da vitamina D e o DM1

Diversos estudos avaliaram até o momento a relacdo dos

polimorfismos do gene do receptor da vitamina D (RVD) e suscetibilidade genética
do DM1, através de comparacdo de frequéncias de gendtipos ou estudos de

transmissao familiar, mas os resultados tém sido heterogéneos.
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Na india em um estudo que avaliou 93 pacientes com DM1 e suas
familias observou-se uma transmisséo preferencial do alelo b (ou seja, do alelo
com a presenca do sitio de restricdo) do polimorfismo Bsml para os individuos

afetados .

Em Taiwan a frequéncia dos gendtipos dos polimorfismos Bsml e
Apal diferiram significativamente entre os individuos com DM1 e o grupo controle.
O gendtipo BB (homozigose para auséncia do sitio de restricdo para o
polimorfismo Bsml) conferiu maior risco de DM1 (odds ratio 6,74 IC 95%:4,54-
8,94), assim como o genadtipo AA (homozigose para auséncia do sitio de restricdo
para o polimorfismo Apal ) (odds ratio 2,46 IC 95%:1,68 -3,24) “9),

Na populacdo japonesa dois estudos avaliaram a relagdo do
polimorfismo do RVD Bsm | e DM1. No primeiro, foi observada maior frequéncia
do alelo B (alelo com a auséncia do sitio de restricdo para o polimorfismo Bsml)
nos individuos com DM1 em relacdo ao grupo controle, tendo sido descrito maior
frequéncia desse mesmo alelo nos individuos com inicio agudo da doenca (46).
No segundo estudo, também foi observada uma maior frequéncia do gendtipo BB
(ou seja, homozigose para auséncia do sitio de restricao) nos individuos com
DM1 e, nos individuos com esse genotipo foi observado maior produgéo de IFN-y
pelos linfécitos T CD4 “7.

Em relacdo a presenca do polimorfismo Fokl na populacéo
japonesa, esse foi mais frequente nos individuos diabéticos e foi associado a

positividade para o anticorpo anti-GAD “®

Na Hungria as meninas com os polimorfismos nos sitios Bsm |, Apa |
e Tru91 apresentaram aumento da chance de DM1, ndo tendo sido observado o

mesmo nos meninos “9.

Na Alemanha, foram avaliadas 152 familias com pelo menos 1
individuo com DM1 para detectar as combinagbes alélicas transmitidas aos
afetados, sendo o haplétipo BAt ( ou seja, auséncia dos sitios de restricdo para os
polimorfismos Bsml e Apal e presenca desse sitio para o polimorfismo Tagl,

respectivamente) mais associado a suscetibilidade para a doenca 0,
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Em duas populacdes espanholas, de Barcelona e Navarra, a
presenca do alelo F (com auséncia do sitio de restricdo) do polimorfismo Fokl

parece aumentar a suscetibilidade para o DM 1 Y,

Na Finlandia, pais no qual ha a maior prevaléncia de DM1, nao foi

observada correlagdo com os polimorfismos do RVD Apal, Bsml e Fokl ©?),

Na Croacia, a frequéncia dos gendtipos do polimorfismo Fokl diferiu
entre os individuos com DM1 e o grupo controle, sendo que a frequéncia do
genatipo ff (ou seja, homozigose para a presenca desse polimorfismo) foi maior
nos individuos com DM1 ®®. Em outro estudo nessa mesma regido, ndo foram
observadas diferengas nas frequéncias em relagdo aos polimorfismos do RVD
Bsml, Apal e Tagl entre os individuos com DM1 e o grupo controle. No entanto,
avaliando-se as frequéncias combinadas dos genotipos desses polimorfismos, o
gendtipo BBAAtt (homozigose para auséncia dos sitios de restricdo dos
polimorfismos Bsml e Apal e homozigose para a presenca do sitio de restricao
Tagl , respectivamente) conferiu maior risco para o DM1 (odds ratio 4,42 IC
95%:1,72-11,3) ©4.

Recentemente, os polimorfismos do RVD Fokl , Bsml , Apal e Taql
foram avaliados em uma amostra de DM1 e controles da populacdo portuguesa.
Neste estudo a distribuicdo das frequéncias dos gendtipos, dos alelos e

haplétipos desses polimorfismos nao diferiram entre os grupos estudados ©°.

Os estudos acima citados foram realizados em populagées com
base genética mais homogénea quando comparadas aos paises da América

Latina, que se caracterizam por uma grande miscigenacao genética.

Em nosso pais, 0 nosso grupo avaliou ha alguns anos a prevaléncia
do polimorfismo Bsml em individuos com DM1 ®®. Entretanto, naquela ocasido o
objetivo foi analisar a correlacdo entre este polimorfismo e a densidade mineral
Oossea. A frequéncia desse polimorfismo nos individuos com DM1 e no grupo
controle foi semelhante, mas no grupo com DM1 os gendtipos bb e Bb
(homozigose e heterozigose para a presenca do sitio de restricdo para o
polimorfismo Bsml, respectivamente) associaram-se a maior densidade mineral

6ssea na coluna lombar.
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No Uruguai foram avaliados os polimorfismos do RVD Bsml, Fokl e
Tagl em 45 individuos com DM1 e seus pais. Nessas familias, observou-se maior
frequéncia do genotipo FFbbTT (homozigose para auséncia do sitio de restricdo
para o polimorfismo Fokl, homozigose para presenca do sitio de restricdo para o
polimorfismo Bsml e homozigose para auséncia do sitio de restricdo para o
polimorfismo Taql) nos individuos com DM1 (57). Na populacdo chilena foram
estudados os polimorfismos Bsml, Apal e Tagl em 59 pacientes com DM1 e seus
familiares, ndo tendo sido observado aumento de transmissdo dos alelos

estudados ©?,

A diversidade de resultados sugere que a relacdo entre esses
polimorfismos e 0 DM1 depende da base genética de cada populacdo. Em estudo
de meta-andlise nao foi encontrada associa¢cdo dos polimorfismos do RVD Bsml ,
Apal, Tagl e Fokl com DM1 em estudos caso-controle ou de transmissao familiar.
Em relacdo ao polimorfismo Fokl, dois de cinco estudos com resultados positivos
foram realizados em populacéo japonesa. Devido ao tamanho das amostras dos
11 estudos realizados para avaliar esse polimorfismo e, sendo somente 2 estudos
em populacdo asiética, ndo foi possivel nessa meta-andlise a avaliacdo de

possiveis efeitos étnicos ©.

Recentemente, um estudo de meta-regressdo avaliou o0s
polimorfismos do RVD Bsml, Apal, Taql e Fokl levando em consideracdo a
radiacdo ultra-violeta (UV) do pais em estudo. Observou-se um aumento da
magnitude do odds ratio para associacdo do alelo F (sem o polimorfismo Fokl) e
DM1 com o aumento da radiacdo UV (odds ratio=1,1; IC 95%: 1,01 a 1,2,
p =0,039). O mesmo foi observado em relagdo ao polimorfismo Bsml, com
aumento do odds ratio para o alelo B ( sem o referido polimorfismo) com o
aumento da radiagcdao UV (odds ratio = 1,05; IC 95%: 1,00 a 1,10, p = 0,036),
sugerindo assim que as condicfes ambientais da radiacdo UV possam influenciar
a associagao entre os polimorfimos do RVD e risco de DM1 observada nos

diferentes estudos ©?.
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Diabetes melito tipo 1, Doenca auto-imune da tiréide e Polimorfismos
do RVD

Nos individuos com DML1 é frequente o desenvolvimento de outras
doencas auto-imunes, como a Doenca Auto-imune da Tiréide (DAIT), Doenca
Celiaca e Doenca de Addison. A presenca de duas ou mais dessas
endocrinopatias, em diferentes combinagdes no mesmo individuo constituem as

denominadas Sindromes Poli-glandulares Autoimunes ©%.

A DAIT engloba o hipotiroidismo (Tiroidite de Hashimoto) e o
hipertiroidismo (Doenca de Graves), sendo o primeiro a endocrinopatia mais

frequentemente observada nos individuos com DM1 ©264).

Nos individuos com DM1, a DAIT ocorre com maior frequéncia nos
pacientes de sexo feminino, ocorrendo um aumento na incidéncia com a idade e
com a duracdo do diabetes ®*®9_ A auto-imunidade tiroidiana, avaliada através
dos anticorpos anti-tireoglobulina e anti-peroxidase, pode estar presente desde o
diagnéstico do DM1 em torno de um terco dos individuos ©®® e é um forte preditor

do desenvolvimento do hipotiroidismo ©®.

Assim como observado no DM1, para o desenvolvimento da DAIT
acredita-se haver uma suscetibilidade genética associada a um fator

desencadeante ambiental levando ao processo auto-imune ©” (figura 4).

A patogenia do hipotiroidismo assemelha-se a observada no DM1,
no qual ocorre uma resposta do linfocito T helper tipo 1, com producdo de
citocinas, recrutamento dos linfécitos T CD8+ resultando em apoptose das células
foliculares tiroidianas. No hipertiroidismo predomina uma resposta mediada pelo
linfécito T helper tipo 2, com a producédo de anticorpos estimulantes do receptor
do TSH do foliculo (TRAb) ©®.

13



INTRODUCAO
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Figura 4: Fisiopatogia do Hipotiroidismo e Hipertireoidismo (Adaptada da referéncia 67)

Em relacdo a suscetibilidade genética, alguns estudos apontam
associacdo do HLA-DR3 com Doenca de Graves em caucasianos e do HLA-DR4
com Tiroidite de Hashimoto ®”. No entanto, as mesmas néo foram observadas

em outros estudos ¢,

Polimorfismos do gene CTLA-4 vém sendo estudados na
suscetibilidade para DAIT. Na populacdo caucasiana estudos descreveram
associacdo de polimorfismos desse gene com Doenca de Graves " e com
Tiroidite de Hashimoto >™. Também foi descrita associacdo da presenca do
polimorfismo do gene CTLA-4 no exon 1 (49 A/G) com producdo de anticorpos

anti-tiroidianos em familias com DAIT ¥,

O DM1 e DAIT tém sido estudados isoladamente quanto aos fatores
genéticos relacionados a suscetibilidade ou protecédo. No entanto, na coexisténcia

de ambos parece haver caracteristicas genéticas distintas (")
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Na concomitancia de ambas as doengas os estudos em relagdo ao
papel do gene HLA classe Il tem resultados diversos (76-80). Na Alemanha,
pacientes com DM1 e gendtipo do HLA-DR3/DR4 apresentaram uma tendéncia a
maior prevaléncia de anticorpos anti-tiroidianos ®. Em Taiwan, observou-se um
aumento da frequéncia do haplétipo DRB1*0405/DQA1*0301/DQB1*0401 nos
pacientes com DM1 e com anticorpos anti-tiroidianos ”. No Jap&o, Chikuba et
al. "® observaram maior prevaléncia do HLADR9, DQA1*0301 e DPB1*0501 nos
pacientes diabéticos com Doenca de Graves, mas o0 mesmo nao foi observado em

outro estudo na populacéo japonesa " e em estudo francés ©.

Polimorfismos do gene CTLA-4 também tém sido associados ao
DM1 e DAIT. Na populacao japonesa, o polimorfismo do gene CTLA-4 no exon 1
(49 A/G) associou-se a DAIT em pacientes com menos de 30 anos de idade ao

diagnéstico do DM1 &Y

. Esse mesmo polimorfismo foi avaliado em individuos
caucasianos, tendo sido observada associacdo com Doenca de Graves e com
DM1 ®. No entanto, no Ultimo estudo ndo foram avaliados individuos com as

duas doencas concomitantes.

Além dos genes acima citados, alguns estudos avaliaram a relagéo
dos polimorfismos do RVD e DAIT.

Na populacdo japonesa foram avaliadas 130 pacientes do sexo
feminino com Tiroidite de Hashimoto em relagdo aos polimorfismos do RVD Fokl
e Bsml tendo sido observada maior frequéncia do gendétipo FF (homozigose para
auséncia do sitio de restricdo) do polimorfismo do RVD Fokl nos individuos com
doenca tiroidiana . O mesmo grupo avaliou os polimorfismos Bsml e Apa | em
108 pacientes com Doenca de Graves tendo sido sugerido que os alelos B (alelo
com auséncia do sitio de restricdo para o polimorfismo Bsml) e A (alelo com
auséncia do sitio de restricdo para o polimorfismo Apa I) poderiam contribuir para
a suscetibilidade genética dessa doenca ®”. Ban et al. ® avaliaram 131
pacientes do sexo feminino com Doenca de Graves, tendo sido observada maior
frequéncia do gendtipo FF (homozigose para auséncia do sitio de restricdo) do

polimorfismo do RVD Fok I.
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Um estudo avaliou 789 individuos caucasianos de 3 paises
europeus (Alemanha, Polbnia e Sérvia) com Doenca de Graves em relacdo aos
polimorfismos do RVD Apal, Tagl, Bsml e Fokl. Ndo foram observadas diferengas
em relagdo aos polimorfismos Apal e Taql. Observou-se associagao do alelo b
(com presenca do sitio de restricdo) do polimorfismo Bsml com Doenca de
Graves na populacdo da Polénia. Em relacédo ao polimorfismo Fokl, o alelo f (com
presenca do sitio de restricdo) associou-se a Doenca de Graves em pacientes da
Alemanha e o alelo F (com auséncia do sitio de restricdo) nos pacientes da

Polénia ©9,

No entanto, no Reino Unido foram avaliados 768 pacientes com
Doenca de Graves em relagéo a nove polimorfismos do RVD ( Apal, Bsml, Fokl,
Taqgl, Tru9l, PolyA, P-10858, 13+2550, 13+3260), ndo tendo sido observada

associacdo com nenhum dos mesmos 9.

Dessa maneira, os polimorfismos do RVD como marcadores de
individuos com risco elevado de desenvolver o DM1 e outras doencas auto-

imunes permanecem em debate.

Apesar da heterogeneidade dos resultados discutidos acima, 0s
polimorfismos do RVD poderiam estar entre os responsaveis pelo aumento na
frequéncia da associacdo entre o DM1 e outras doencas auto-imunes. O elo
comum seria através do seu envolvimento na resposta auto-imune (75). Os
estudos da prevaléncia desses polimorfismos em individuos com ambas

patologias seriam interessantes nesse sentido.

Novos esfor¢cos visando maior compreensao do papel das variacdes
moleculares e seu papel funcional sdo necessarios, assim como estudos em
diferentes populagbes. Além disso, os efeitos das contribuicbes dos fatores
ambientais em associacdo com os polimorfismos do RVD permanecem em

discussao.
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OBJETIVOS

e Avaliar a frequéncia dos polimorfismos do gene do receptor da
vitamina D (RVD) Bsml (rs154410) e Fok | (rs 10735810) e a
relacdo com a funcao residual das células beta pancreaticas em
um grupo de individuos com Diabetes Melito tipo 1 brasileiros

(artigo 1)

e Analisar o polimorfismo do gene do receptor da vitamina D Fok |
(rs 10735810) nos individuos com DM1 e Doenca Auto-Imune da
Tiréide (artigo 2)
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ABSTRACT

Background: Type 1 diabetes (T1DM) often presents with other autoimmune diseases,
and the most observed is autoimmune thyroid disease (AITD). Associations with immune-
modulating genes like HLA class Il, CTLA-4 and PTPN22 have been described in genetic
basis of both diseases. Polymorphisms of vitamin D receptor gene (VDR) have been
studied as genetic markers of TIDM and some studies have also reported associations
with AITD. The aim of this study was to analyze the Vitamin D Receptor Gene
Polymorphism Fokl (rs10735810) in Brazilian Type 1 Diabetic Patients with Thyroid
Dysfunction. Methods: One hundred eighty T1IDM were evaluated for age, duration of
diabetes (DDM), positivity for TPOAb, GADAb, IA2Ab and fasting C-peptide (FCP)
according to diagnosis of thyroid dysfunction (TD). PCR-RFLP analyses were carried out
for VDR polymorphism Fokl. One hundred eighty-seven healthy children and adolescents
were also evaluated as control group (C). We considered as Thyroid dysfunction (TD)
both hypothyroidism and hyperthyroidism and diagnosis was performed according to TSH
levels (TSH > 5.0 mUI/mL and <0.001mUl/mL, respectively). Results: TD was more
prevalent in female patients with TIDM (72 % vs. 48.4 %, p =0.028) and also positivity to
TPOADb (80% vs. 25%, p < 0.001) and to GADAb (56% vs. 30.3%, p= 0.012) with similar
age, DDM, IA2Ab and FCP, in relation to the group without TD. In the C group, 7.0% were
TPOAD positive and 3.2% had TD. We observed higher prevalence of VDR polymorphism
Fokl in individuals with TIDM and TD (ff and Ff genotypes 73.9% with TD vs. 52.7 %
without TD, p= 0.05). Conclusion: Brazilian T1DM with thyroid dysfunction presented with
similar clinical characteristics (higher frequency in female) and autoantibodies profile
(higher positivity to TPOAb and GADAD) according to previous studies. However we found
in those patients a higher frequency of VDR Fokl polymorphism. So, the VDR Fokl
polymorphism is associated with thyroid dysfunction in type 1 diabetes in Brazil. In
addition, this VDR gene polymorphism may contribute to co occurrence of thyroid

autoimmunity and prediction of high- risk group for development of this disease in TLDM.
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INTRODUCTION

Type 1 diabetes mellitus (T1DM) often presents with other autoimmune
diseases, and the most frequent observed is autoimmune thyroid disease
(AITD) **. Recent study ® suggests a genetic basis to concurrence of AITD and
T1DM, although further research is still necessary before definitive conclusions
can be reached. Each disease is thought to be influenced by multiple susceptibility
genes, as well as environmental factors ©. Imune-modulating genes like HLA
class Il region gene, CTLA-4, CD40, PTNP22 and thyroid-specific genes as
thyroglobulin, and thyroid-stimulating hormone receptor (TSHR) gene are involved
in development of AITD ). Of these, studies showed that HLA and CTLA-4
contribute to susceptibility to both, TIDM and AITD ©#®.

Vitamin D has been recognized for its effects on the immune system ©
and polymorphisms of vitamin D receptor gene (VDR) have been studied as
genetic markers of TIDM . The VDR Fokl polymorphism in exon 2 leads to an
alternative transcription initiation site resulting in a VDR protein with addition of 3
aminoacids Y. A functional role of this VDR polymorphism on the immune
response has been previously described. It was observed in vitro that lymphocytes
without VDR Fokl polymorphism proliferated more strongly, with a more active

immune response 12,

Some studies evaluated the association between VDR polymorphisms
and AITD with different results. Japanese studies reported an association between

VDR Fokl polymorphism, Hashimoto’s Thyroiditis and Graves’ Disease ‘39, |

n
German and Polish individuals this polymorphism was associated with Graves’
Disease ™, but the same was not observed in patients from United Kingdom *©
and Tunisia *”. In the Croatian population was described an association between

VDR polymorphisms haplotypes and Hashimoto’s thyroiditis risk 2.

Approximately 15-30% of patients with T1DM have thyroid
autoantibodies, and up to 50% of such patients progress to clinical AITD @,
Conversely, 2.3% of children with AITD have islet cell antibodies compared with

0% of controls @2,
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Despite the well-known association among T1DM, thyroid
autoantibodies and clinical AITD, there have been relatively few reports on the

shared genetic susceptibility for these three events ©2%,

The aim of this study was to evaluate the relationship between the VDR
gene polymorphism Fok | (rs10735810) in Brazilian individuals with Type 1
diabetes, thyroid autoimmunity and thyroid dysfunction.

SUBJECTS AND METHODS

Study population

We evaluated 180 patients with TIDM according to ADA criteria ?
attending the Diabetes Center of Sdo Paulo Federal University, SP, Brazil and 187
healthy subjects from an elementary school in the metropolitan area of Sdo Paulo
City, SP, Brazil as a control group (C). Both groups have the same ethnic
background and have similar socioeconomic status. The study was approved by
the Ethics Committee of Sdo Paulo Federal University, Brazil (humber 0814/03)

and informed consent was obtained from the subjects’ parents.

Clinical evaluation

Patients with T1IDM were evaluated for age, sex, body mass index
(BMI, Kg/m?), age at diagnosis of diabetes, duration of diabetes (DDM) and
diagnosis of thyroid dysfunction. In those patients with thyroid dysfunction we also
evaluated age at diagnosis and time between development of diabetes and thyroid
dysfunction. We considered as thyroid dysfunction both hypothyroidism and
hyperthyroidism and diagnosis was performed according to TSH levels.
Hypothyroidism was diagnosed if TSH levels > 5.0 mUI/mL and hyperthyroidism if
TSH levels were undetectable (< 0.001muUl/mL). All patients with hypothyroidism
were taking levothyroxine. Two patients with hyperthyroidism were treated with
metimazol with remission of the disease after 1.5 years and 1 year, and another

one was still using 30 mg daily of this drug.
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We considered presence of thyroid autoimmunity positivity for Thyroid
peroxidase antibodies (TPOAD).

METHODS

Fasting blood samples were obtained for laboratory and VDR analyses.
Biochemical Analysis

TSH was measured using a immunofluorimetric assay developed in the
Laboratory of Molecular Endocrinology of the Federal University of Sdo Paulo, Brazil
(normal range: 0.5-5.0 mUI/mL). Thyroid peroxidase antibodies (TPO Ab) were
measured by an immunofluorimetric assay (autoDelfia, Turku, Finland) and we
considered the reference value < 52 U/mL for the population studied. GADG65
(GADAb) and Insulinoma antigen-2 (IA2Ab) antibodies were measured by a
radioimmunoassay (RSR Ltd, Cardiff,UK) and according to previous study of our
group we considered the reference value < 1,72 U/mL and 0,97 U/mL respectively .
C-peptide was measured using an immunofluorimetric assay (autoDelfia, Turku,
Finland), with detection limit of 0.15 ng/mL. The intra-assay variation was 4.2% (0.52-
6.11 ng/mL) and inter-assay variation of 1.1% (0.52ng/mL), 3.4% (6.11ng/mL). HbA.

was measured by HPLC (normal range 3.5 - 6.0%).

Genomic DNA extraction and genotyping

Genomic DNA was extracted from peripheral leukocytes using a
commercial kit (PureGene Genome DNA Isolation Kit, Gentra Systems,
Minneapolis, USA) and amplified by polymerase chain reaction (PCR). The
forward primer for Fokl polymorphism (rs10735810, Genbank accession no
AC004466) was 5 AGCTGGCCCTGGCACTGACTCTGCTCT3 and the reverse
primer was 5° ATGGAAACACCTTGCTTCTTCTCCCTC3'. The PCR conditions for
the Fokl polymorphism were 94°C for 5 minutes and 35 cycles using the following
profile: 94°C for 30 seconds, 60°C for 30 seconds and 72°C for 1 minute and a

final extension at 72°C for 10 minutes. It was followed by restriction fragment
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length polymorphism according to previous reports for the VDR polymorphism
Fokl ®*%) Genotypes were determined by 1.8% agarose gel electrophoresis and
defined as lower case with the presence of restriction site and capital letters for its

absence.

Statistical Analysis

Values are expressed as means + SD. Statistical analyses were
performed with a SPSS for Windows version 13.0 (SPSS Inc. Chicago,ll, USA).
We used Student’s t test, Mann-Whitney test (when variables not normally
distributed) and y? tests to compare the demographics, clinical and laboratory
characteristics of T1DM group according to presence or absence of Thyroid
dysfunction. The same was performed to compare the same characteristics of
T1DM and control group. P values < 0.05 were considered statistically significant.
Hardy-Weinberg equilibrium was calculated to evaluate the gene and genotype

frequencies expected and observed.

RESULTS

Screening for thyroid antibodies and function was performed in 187

healthy subjects and in 180 T1DM with different time of clinical diabetes diagnosis.

In the control group (C) 13 of 187 individuals (7.0%) were TPOAb
positive and thyroid dysfunction (TD) was observed in 6 (3.2%), all cases of
primary hypothyroidism, defined as TSH> 5mUI/L. In T1IDM group 58 of 178
patients were TPOAb positive (32.6% vs. 7.0% C, p < 0.001) and TD was
observed in 25 patients (13.9% T1DM vs. 3.2% C, p < 0.001). Of these, 22 had
primary hypothyroidism and 3 had hyperthyroidism (defined as TSH
<0.001mul/mL).

The T1DM group with TD had the same age, age at diagnosis of
diabetes and DDM of the group without this dysfunction. Also, both groups had
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similar residual beta-cell function (Fasting C-peptide) and glycemic control
(HbAlc).

Furthermore, the female gender (72.0 vs. 48.4%, p=0.02), TPOAD titers
(583.3 £ 653.8 vs. 53.4 + 114.5U/mL, p < 0.001), GADAD titers (15.3 £ 24.5vs. 7.0
+17.0 U/mL , p=0.02), TPOAb positivity (80.0% vs 25.0%, p < 0.001) and GADAb
positivity (56.0% vs. 30.3%, p=0.01) were higher in patients with TD comparing to

those patients that did not developed this dysfunction.

Demographic, clinical, laboratory characteristics and prevalence of Fokl
polymorphism are shown according to presence or absence of thyroid dysfunction
in table 1.

We did not observe differences in positivity to TPOAb according to Foki
genotypes in T1IDM (35.9% ff and Ff vs. 28.9 % FF genotypes,ns ) nor in TPOAb
levels (ff and Ff 149.5+ 367.9 vs FF 95.2 £ 216.5 U/mL, ns).

We observed higher frequency of homozigosis and heterozigosis for the
VDR Fokl poymorphism in T1DM patients with TD in relation to those without (ff
plus Ff genotypes 73.9% with TD vs. 52.7% without TD, p= 0.05) (figure 1). This
was still observed when we analyzed T1DM and control groups together (ff plus Ff
genotypes 69.0 %with TD vs 50.8% without TD, p= 0.06).

VDR polymorphism Fokl genotypes frequencies were in equilibrium of
Hardy-Weinberg in T1DM group.
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Table 1: Demographic, clinical, laboratory characteristics and prevalence of VDR

Fokl polymorphism of T1DM patients according to presence or absence of thyroid

dysfunction (TD).

With TD Without TD p
n (%) 25 (13.9) 155 (86.1)
Gender (female%) 72.0 48.4 0.028
Age (years) 16.8+7.1 17.1+5.0 0.286
Age at diagnosis of diabetes (years) 10.0+4.0 10.2+5.1 0.806
TDDM (years) 6.9+£6.3 6.9+5.2 0.722
Age at diagnosis of TD (years) 13.8+6.5 -
BMI ( kg/m?) 21.3+3.2 22.0+3.6 0.186
TSH (mUl/mL) 19.1 +59.0 22+1.4 0.183
TPO (U/mL) 583.3+653.8  53.4+114.5 <0.001
TPO Ab positive (%) 80.0 25.0 <0.001
GAD Ab (U/mL) 15.3+245 7.0+17.0 0.016
GAD Ab positive (%) 56.0 30.3 0.012
IA2 Ab (U/mL) 21+31 3.3+6.5 0.867
IA2 Ab positive (%) 36.0 43.1 0.509
FCP( ng/mL) 0.18+£0.29 0.19+0.42 0.770
Alc (%) 9316 9.2+1.8 0.753
ff /Ff genotypes(%) 73.9 52.7 0.057

Data are expressed as means + SD unless otherwise indicated

TDDM: time of duration of diabetes
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40 *n=0.057
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Figure 1: Frequency of positivity to GADAb and to TPOAb and prevalence of Thyroid
Dysfunction (TD) according to Fokl polymorphism genotypes

DISCUSSION

In the present study we found higher frequency of female gender,
higher positivity to TPOAb and GADADb, and higher frequency of VDR Fokil
polymorphism in individuals with TIDM and thyroid dysfunction.

Thyroid dysfunction and positivity to TPOAb was more frequently
observed in T1IDM than in control group, as previously reported ** and in

agreement with a recently published study of Brazilian T1DM .

We found thyroid dysfunction in 13.9% of T1DM patients, 12.2 % with
hypothyroidism and of these 80 % showed the presence of TPOADb.

Other authors in a prospective study observed a cumulative incidence

of autoimmune thyroiditis of 14% in pediatric TIDM patients at 10 years of
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diagnosis “”, similar to observed in our data, with a mean of 7 years of duration of
diabetes. Umpierrez et al. @ evaluated post pubertal individuals from DCCT that
have been followed for 18 years and observed 33% of prevalence of thyroid
dysfunction, with the mean age of onset of hypothyroidism of 33 y.o. in those
individuals with TPOADb positive. This prevalence was higher than the present
study besides the similarity of positivity to TPOAb. This difference could be
explained by the shorter time of follow-up (mean of 7 years) and by the younger
age (mean of 17 y.o) of T1DM patients in our sample, as the presence of TPO
antibody is a predictor of development of thyroid dysfunction in TLDM patients

and this incidence increases with age and time of duration of diabetes ©”.

Moreover, 72.0% of T1DM patients who developed thyroid dysfunction
were female, in accordance with previous studies that have reported an increase
of incidence of thyroid dysfunction in female patients ¢%2"?® and also, higher

prevalence of thyroid autoimmunity 2:26:27,

Studies had described an association between positivity to GADAb and
TPOAb in T1DM patients from different populations ®?%3Y. In this study we
observed higher prevalence of positivity to GADAb in T1DM individuals with
concomitant thyroid dysfunction and TPOAb positive, with similar age and time of
duration of diabetes. Despite of this known association, we also observed a

positive correlation of the titers of these two antibodies (rs = 0.255, p < 0.001).

VDR gene polymorphisms studies in AITD showed controversial results
in different populations. In Japanese women with hypothyroidism was reported an
increase of FF genotype of VDR Fokl polymorphism ™ and the same was
observed in patients with Graves’ disease ¥, However, in Caucasians the f allele
was associated with Graves' disease in Germans and F allele in Polish

patients *°.

This is the first study that evaluated individuals with thyroid
dysfunction and T1DM in Brazilian population and we observed that ff and Ff

genotypes were more frequent in those individuals.

Van Etten et al * observed in vitro that, besides a more active immune

response, monocytes and dendritic cells without Fokl polymorphism produced
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higher levels of IL-12p70 protein after stimulation. In BioBreeding rat, an animal
model for AITD and diabetes was observed an imbalance between cytokines
secreted by Thl and Th2 lymphocytes. IL-12m RNA expression was increased in
pancreatic islets and also in thyroid gland of those diabetic animals ©®?.This
polymorphism could influence the development of thyroid dysfunction in T1DM

individuals through alteration in cytokine secretion.

We observed that 20% of T1DM individuals with thyroid dysfunction did
not show TPOAb. The same was previously described by Umpierrez et al. ®, in
27% of T1DM individuals with hypothyroidism (20% vs 27%, p =0.86). In
pathogenesis of both autoimmune diseases it is known the role of T cells and of
cytokines secreted by these lymphocytes ©*3%. In an animal model of autoimmune
thyroiditis treatment with IFN-y and TNF-a enhanced thyroid follicular disruption
without increasing titers of auto antibodies against thyroglobulin ©®. Nevertheless,
the absence of TPOADb observed in T1DM individuals with autoimmune thyroid
dysfunction may not reflect the absence of the autoimmune process. As we know,
although both autoantibodies (TPOAb and Tg Ab) may be complement-fixing and
cytotoxic, in Hashimoto’s thyroiditis the thyroid gland is infiltrated by both B cells
and T cells; the latter are armed with Fas ligand and capable of destroying thyroid
cells expressing Fas via apoptosis ®®. This process is secondary to elaboration of
a variety of cytokines from T cells that undergo blast transformation when exposed
to thyroid antigens (thyrotropin receptor, TPO, and throglobulin), suggesting that

cell-mediated autoimmune mechanisms are pathogenetically involved 7.

Genetic factors may also be involved in the development of thyroid
autoimmunity. It was previously reported a tendency of higher frequency of thyroid
antibodies in TIDM patients with HLA DR3/DR4 ©®®. Also, a strong correlation
between G allele of CTLA-4 gene polymorphism (rs 3087243) with TPOAb was
observed ®Y. In this study we did not observe differences in TPOAb positivity
regarding Fokl polymorphism genotypes in patients with similar age and duration
of diabetes, described as factors related to thyroid autoimmunity “®2”. Previous

studies did not evaluate the relationship between thyroid antibodies and VDR
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polymorphisms 38 and further studies in a larger number of individuals are

necessary to confirm this finding in TLDM.

In summary, in the present study we observed higher frequency of
female gender, positivity to TPOAb and GADAD in individuals with TIDM and
thyroid dysfunction. A original finding was a higher frequency of VDR Fokl

polymorphism in those patients.

In conclusion, the VDR Fokl polymorphism (rs10735810) is associated
to thyroid dysfunction in type 1 diabetes in Brazil. Assessment of this VDR gene
polymorphism may contribute to prediction of high- risk group for development of
thyroid disease and this finding suggests a different role of this VDR polymorphism

in humoral and cellular immune response.
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Este € o primeiro estudo que avaliou a relacdo dos polimorfismos do
gene do receptor da vitamina D (RVD) Fokl e Bsml com as caracteristicas clinicas
e a funcdo residual da célula beta pancreética nos individuos com DM1
brasileiros. Ndo observamos diferencas na frequéncia do polimorfismo de RVD
Fokl entre os individuos com DM1 e o grupo controle. Nos individuos com DM1 e
homozigose ou heterozigose para o polimorfismo do RVD Fokl houve uma
tendéncia a uma menor funcdo residual da célula beta pancreatica, sem
diferengas nas caracteristicas clinicas avaliadas. Em relagdo ao polimorfismo
Bsml, observamos menor frequéncia de homozigose e heterozigose no grupo
com DM1 em relacdo ao grupo controle. No entanto, individuos com DM1 com
esses Ultimos genotipos apresentaram idade maior ao diagndstico, mas sem

diferencgas na funcao residual da célula beta.

O DM1 tém incidéncia variavel em diferentes paises, sendo muito
baixa em paises asiaticos e alguns sul-americanos, mas muito alta na
Escandinavia *®. Uma parcela dessas diferencas deve estar relacionada a
variacbes nos marcadores genéticos dessa doenca entre essas populacdes,
como o observado em relacdo ao gene IDDM1, que codifica as moléculas do HLA

classe 1l €7,

Em relagdo aos polimorfismos do RVD, a prevaléncia encontrada do
polimorfismo Fokl em individuos com DM1 no presente estudo foi semelhante a
descrita nas populacdes japonesa ®®, espanhola ®? e portuguesa ©®, mas com
diferencas ao observado na Hungria “® e Finlandia ®? (tabela 1, anexol). Esses
dados apresentam semelhancas e diferencas ao esperado de acordo com a
prevaléncia do DM1 nesses paises, pois a ocorréncia dessa doenca em nosso
pais é semelhante a observada na Hungria, na Espanha e em Portugal, mas bem

superior & do Jap&o e inferior & da Finlandia ™.

No grupo controle estudado observamos diferengas nas frequéncias
dos gendtipos encontrados em comparagao aos estudos em populagcédo japonesa
e espanhola (tabela 1, anexol), diferente do observado nos individuos com DM1,

tendo possivelmente essa populacdo caracteristicas genéticas semelhantes a
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outras populacdes para o desenvolvimento da doenca em relacdo a esse
polimorfismo do RVD. Provavelmente nesse grupo o fator doenca pode ter
tornado essa populacdo mais homogénea. Isto pode ser reforcado pela grande
semelhanca entre os nossos achados e o da populacéo controle portuguesa ©,

ancestrais comuns mais frequentes da populagéo brasileira ®9.

Tabela 1: Prevaléncia do polimorfismo do RVD Fokl nos diferentes estudos

DM1 Controles Ref
0 FF Ff ff N FF Ff ff
() (%) (%) ) () (%)
Gyorffy B et al. 107 28,0 550 17,0 103 33,0 47,0 20,0 49
Yokota | et al. 108 46,0 43,0 11,0 120 34,2 49,2 16,6 88
155 445 439 11,6 275 382 51,6 10,2
Audi L et al. 51

86 40,7 523 7,0 116 35,3 457 19,0

274 27,0 547 183 808 36,1 51,2 127
Turpeinen H et al. 52
55 36,3 51,0 12,7 457 37,2 495 133

249 393 458 149 795 43,0 453 11,7
Lemos MC et al. 55
207 39,1 48,8 121 249 389 458 153

Mory DB et al. 177 458 452 9,0 183 49,7 36,7 13,6

Em relagdo ao polimorfismo Bsml, observamos uma
heterogeneidade nas frequéncias desse polimorfismo nas diferentes populacoes,
como evidenciado na tabela 2 (anexol). No entanto, na populacdo avaliada,
tanto nos individuos diabéticos como no grupo controle saudavel, as frequéncias
observadas ndo estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg (dados confirmados).
N&o acreditamos que esse desequilibrio tenha ocorrido por viés de estratificacao,
pois 0 mesmo nédo foi observado para o polimorfismo Fokl nos individuos com
DM1, com as frequéncias observadas em equilibrio de Hardy-Weinberg. Na

populacdo do Uruguai foi descrito que as frequéncias dos genotipos dos
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polimorfismos do RVD Fokl e Bsml também ndo estavam em equilibrio de Hardy-
Weinberg ®”. As duas populacdes tém em comum a miscigenacéo de negros,

caucasianos e indigenas.

Tabela 2: Prevaléncia do polimorfismo Bsm | nos diferentes estudos

DM1 Controles Ref

n BB Bb bb n BB Bb bb

) () ) ) ) ()
Chang TJ et al. 157 2,7 11,0 86,3 248 0,4 6,5 93,1 45
Motohashil etal. 203 59 315 62,6 222 0,5 220 775 46
Audi L et al. 153 14,0 48,0 38,0 274 17,0 54,0 29,0 51

89 23,0 48,0 29,0 116 16,0 46,0 38,0
TurpeinenHetal. 220 11,8 44,1 441 844 11,7 46,1 42,2 52

58 12,0 38,0 50,0 1175 13,1 415 454

225 13,8 458 404 818 13,4 37,3 49,3

Skrabic V et al. 134 17,9 43,3 38,8 132 129 56,1 31,0 54
Lemos MC et al. 207 20,8 46,4 32,8 248 22,6 43,1 343 55
Mory DB et al. 177 33,9 32,2 33,9 182 20,9 40,6 385

A importancia da funcao residual das células beta pancreéaticas no
tratamento, evolucdo e protecdo contra o desenvolvimento das complicacdes
cronicas microangiopaticas do DM1 tem sido avaliada nos dltimos anos 829,
Entretanto, os fatores que determinam ou colaboram para a manutencdo ou

prolongamento da secrecao residual de insulina no DM1 néo estdo bem definidos.

Como comentado acima, as células beta pancreaticas possuem
RVD® e estudos tém demonstrado que a secrecdo de insulina esta
comprometida na deficiéncia de vitamina D e pode ser restaurada com a sua

administracdo, como observado em modelos animais ®. Além do papel do RVD
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gendmico na secrecédo de insulina, também tem sido estudado o papel do mesmo

receptor localizado na membrana celular Y.

No entanto, até o nosso conhecimento, os estudos avaliando a
relacdo entre o polimorfismo do RVD e o DM1 referem-se apenas a sua

associacdo com a doenca e ndo com a secrecao residual de insulina.

No nosso estudo 9,7% dos pacientes com DM1 avaliados, que
tinham um tempo médio de duracdo da doenca igual a 7 anos, apresentavam
funcao residual das células beta pancreéticas considerando o valor de peptideo-C
de jejum maior que 0,6 ng/mL. Este resultado foi semelhante ao encontrado no
DCCT, onde valores de peptideo-C apds estimulo maiores que 0,6 ng/mL foram
detectados em 8% dos adultos e 3% das criancas com DM1 entre 5 e 15 anos de

diagnéstico 1®.

Os principais determinantes descritos relacionados a persisténcia de
uma secrecao residual de peptideo-C no DM1 séo a idade de inicio e o tempo de
duracao da doenca *®'9. No nosso estudo, em andlise de regressao univariada, o
peptideo-C de jejum correlacionou-se negativamente com a idade, tempo de
duracdo do diabetes e o valor da HbAlc e houve uma correlacdo positiva com a
idade ao inicio do diabetes. Estas variaveis, com excec¢ao da HbAlc, persistiram
significantes com a utilizacdo do modelo de regressdo multivariada, o que

mostrou uma concordancia dos nossos achados com os da literatura 819

No entanto, fatores genéticos e sua relacdo com a funcéo residual
das células beta pancreaticas no DM1 tém sido estudados, como o gene HLA
classe Il e 0 gene PTNP22. Petrone et al. ®® descreveram menores niveis de
peptideo-C de jejum em individuos com DM1 e os genotipos do HLA classe Il
DRB1-DQB1 de alto risco. O mesmo grupo ®® avaliou 120 individuos com DM1
com diagnostico recente em relacéo a variantes do gene PTNP22, funcéo residual
da célula beta pancreatica, valores de HbAlc e dose diaria de insulina. A variante
1858T do gene PTNP22 foi associada a menor funcgédo residual da célula beta nos

pacientes ao diagndéstico da doenca, mantendo-se apos 12 meses de seguimento.
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Esses individuos também apresentaram maiores valores de HbAlc durante o
mesmo periodo, sem diferencas na dose de insulina. Os achados foram

independentes da idade ao diagndstico, sexo e genotipo de risco do HLA.

No nosso estudo, em média apés 7 anos do diagnodstico, 0s
individuos com DM1 com o polimorfismo do RVD Fokl em homozigose ou
heterozigose (gendtipos ff e Ff) apresentaram uma tendéncia a menor funcéo
residual da célula beta pancreética, avaliada através de dosagem dos niveis de

peptideo-C de jejum.

Somente dois estudos em modelos animais avaliaram a relacdo do
RVD e desenvolvimento de diabetes, tendo sido avaliados animais sem esse
receptor funcionante. No primeiro, os camundongos com o RVD mutante e inativo
apresentaram maiores valores de glicemia apds sobrecarga de glicose e menor
secrecdo de insulina, sem alteracbes estruturais da ilhota pancreatica ©®?. No
outro estudo, os camundongos NOD (non obese diabetic) sem o RVD
apresentaram alteracbes na resposta imunolégica importantes para o
desenvolvimento do diabetes mas, paradoxalmente, sem alteracdo no tempo de
aparecimento do diabetes ou gravidade da insulite e também sem alteracfes da

arquitetura da ilhota pancreéatica .

Em relagdo ao polimorfismo do RVD Fokl, como ja comentado
anteriormente, estudos in vitro de linfocitos com gendétipo FF (sem a presenca do
referido polimorfismo) apresentaram maior proliferacdo em resposta ao estimulo
antigénico. Nesse estudo mondcitos e células dendriticas com 0 mesmo gendtipo
também expressaram maiores niveis de RNA mensageiro da IL-12 ®®. No DM1,
essa interleucina € o principal determinante da resposta T helper tipo 1, que

resulta na destruicéo das células beta ©9.

A menor funcgéo residual observada poderia ser decorrente de uma
maior destruicdo das células beta pelo processo auto-imune. Como € do
conhecimento geral os anticorpos contra a célula beta sdo considerados

marcadores da presenca desse processo ®Y. Estudos da literatura tém mostrado
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que valores elevados do anti-GAD podem estar associados a menores niveis de
peptideo-C ao diagndéstico e durante o seguimento em um grupo de pacientes
com DM1 @Y, o0 mesmo ocorrendo em relacdo a presenca do anticorpo 1A-2 .
No nosso estudo ndo observamos diferencas nas frequéncias de positividade
para 0s anticorpos anti-GAD e anti-IA2 em relacdo aos gendtipos do RVD.
Somente um estudo na populacdo japonesa observou correlacdo entre esse
polimorfismo e a presenca dos anticorpos anti-GAD “®. No entanto, estudo in vitro
demonstrou que esse polimorfismo poderia estar relacionado a producédo de
determinadas citocinas ™ mais relacionadas a imunidade celular. De modo que
poderia justificar essa heterogeneidade da relacdo entre presenca do

polimorfismo do RVD com os autoanticorpos anti-células beta circulantes.

Por outro lado, sabe-se que a secrecdo de insulina € um processo
célcio dependente ®® e nés encontramos nos individuos com DML niveis
menores de calcio ionizado em relacdo ao grupo controle, porém ainda dentro da
faixa de normalidade. No entanto, na analise intra-grupo ndo observamos
diferencas nos valores da calcemia entre os individuos com DM1 segundo 0s
gendtipos do RVD. Sendo assim, as alteracbes nos valores desse cation nao
seriam suficientes para explicar as diferencas na secrecdo de insulina

encontradas nos pacientes DM1 com e sem 0s polimorfismos do RVD.

As diferencas nos niveis de célcio entre os individuos com DM1 e os
controles podem ser justificadas pelas alteracbes no controle glicémico,
resultando em glicosuria e calcitria ©” e também por uma menor reposta do PTH

observada nos individuos com DM1 ©®,

Ainda nesse sentido, a deficiéncia de vitamina D reduz a secrec¢ao

©®9) e em individuos de risco de

de insulina em individuos saudaveis
desenvolvimento de Diabetes melito tipo 2 ™. No Brasil, apesar do clima
tropical, estudos em idosos indicaram deficiéncia de vitamina D semelhante a

observada em paises com inverno prolongado *%%10?

. Em estudo que avaliou a
concentragéo da 25 hidroxivitamina D3 em adultos jovens na cidade de S&o Paulo

foram observados valores semelhantes aos paises do hemisfério norte ‘2. Nos
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individuos com DM1 recém-diagnosticados foi descrito reducdo desses
niveis ®*3% com a persisténcia desses niveis menores mesmo apds 8 anos de
doenca ®?. Nao ha estudos de deficiencia de vitamina D em criancas e
adolescentes em nossa populacédo, sendo uma das limitacbes do presente estudo
nao termos realizado a dosagem dessa vitamina. Dessa maneira, ndo podemos

afirmar se os niveis de vitamina D possam ter influenciado nossos resultados.

Com relagéo ao polimorfismo do RVD Bsml no Brasil, apenas um
estudo do nosso grupo avaliou a prevaléncia desse polimorfismo em individuos
com DM1, nédo tendo sido observada diferenca na prevaléncia do mesmo entre 0s
individuos com DM1 e controles saudaveis. No entanto, este estudo tinha como
objetivo avaliar a correlagcdo entre este polimorfismo e a densidade mineral
6ssea ©®. Avaliamos um niimero maior de individuos, tendo sido observada maior
frequéncia de individuos com DM1 sem o referido polimorfismo em comparacéo

ao grupo controle (Genatipo BB 33,9% DM1 vs 20,9% grupo controle, p=0,006).

Os individuos com DM1 e o gendtipo BB (sem o referido
polimorfismo) apresentavam menor idade ao diagnostico (Gendtipos BB 9,3 £ 4,5
anos vs. bb e Bb 10,7 £ 4,9 anos, p = 0,061) e menores niveis de peptideo-C de
jejum (Gendtipos BB 0,12 + 0,24 ng/mL vs. bb e Bb 0,22 + 0,46 ng/mL, p = 0,07,
dados ndo mostrados) no momento do estudo. O inicio mais precoce do DM1 nos
individuos sem esse polimorfismo sdo um dos dados originais desse estudo. Os
fatores relacionados a idade de inicio do DM1 sdo mudltiplos, no entanto, um
estudo na populacédo japonesa onde a maior frequéncia do genétipo BB (sem o
referido polimorfismo) nos individuos com DM1 estava relacionada a uma maior
secrecao de interferon-y pelos linfécitos T CD4, sugere um papel para esse
polimorfismo na resposta Thl “” e, poderia colaborar para esses achados no

nosso estudo.
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O presente estudo mostrou que os individuos com DM1 e disfuncao
tiroidiana (DT) apresentaram maior frequéncia do sexo feminino, positividade para
0s anticorpos anti-GAD e anti-peroxidase tiroidiana e frequéncia do polimorfismo

do RVD Fokl comparados aos seus pares eutiroidianos.

Estes achados relacionados a DT e positividade para o anticorpo
anti-peroxidase nos individuos com DM1 em relagdo ao grupo controle estdo em
concordancia com os relatos em outras populacdes ©2¢3541%) e também com um

estudo em nosso pais %,

Dos pacientes com DM1 avaliados, 13,8% apresentavam DT, sendo
12,2% com diagnostico de hipotiroidismo e desses, 80% apresentavam
positividade para o anticorpo anti-peroxidase (ATPO). Em estudo prospectivo que
tinha como objetivo avaliar a historia natural da Tiroidite auto-imune e sua
incidéncia em pacientes pediatricos com DM1, a incidéncia cumulativa observada
de hipotiroidismo foi de 14% apds 10 anos do diagndstico de DM1 ©, semelhante
ao encontrado no presente estudo, em um grupo com média de 7 anos de
diagnéstico. Umpierrez et al. © acompanhou 58 pacientes que faziam parte do
grupo do DCCT por 18 anos e observou 33% de prevaléncia de hipotiroidismo,
maior que a observada nesse estudo, com idade média de inicio de 33 anos nos
individuos com ATPO positivo. No entanto, a prevaléncia de positividade para o
ATPO foi semelhante. Provavelmente a diferenca na frequéncia observada é
secundéaria ao menor tempo de seguimento (média de 7 anos) e idade menor
(média de 17 anos) dos pacientes no presente estudo, pois ambos séo fatores

relacionados ao aumento da incidéncia de DAIT ©5106),

Observamos nos pacientes com até 6 meses de diagnostico de DM1
31,3% de positividade para o ATPO (dados ndo mostrados), semelhante ao
previamente descrito na literatura ®®. Outro estudo avaliou a positividade para os
anticorpos anti-tiroidianos em 7097 pacientes pediatricos com DMI1A da

Alemanha e Austria, tendo sido observado um aumento da prevaléncia desses
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anticorpos nos diferentes grupos etarios, com maior prevaléncia no grupo de 15 a
20 anos %), No presente estudo ndo observamos esse aumento (dados nao
mostrados), ressaltando que foram avaliados somente 11 individuos com até 10

anos de idade.

Dos pacientes com DM1 e DT 72% eram do sexo feminino, assim
como observamos maior frequéncia de positividade para o ATPO (44,6% sexo

feminino vs. 19,8% sexo masculino, p<0.001), como previamente descrito na
literatura (62,63,65,66,105,107,108)

Nos individuos com DM1 ja é de conhecimento geral a auto-
imunidade contra 6rgaos especificos. Em estudo que avaliou 814 individuos com
DM1 observou-se que pacientes com anticorpos anti-GAD apresentaram maior
frequéncia de anticorpos anti-tiroidianos do que aqueles com anti-GAD negativo
(35% vs. 24%, p = 0.0008) 1. Outros estudos em diferentes populacdes também
descreveram essa mesma associacdo %Y. Observamos maior frequéncia de
positividade para o anticorpo anti-GAD, nos individuos com DM1, DT e com ATPO
positivo, sem diferencas na idade e tempo de duracdo do diabetes. No entanto,
em estudos anteriores somente foi avaliada a positividade para os anticorpos anti-
GAD e ATPO e, observamos também que os titulos dos mesmos estavam
significativamente relacionados (rs= 0,255, p <0,001). Nao existem dados
consistentes na literatura com relacdo a correlacdo dos titulos desses dois

anticorpos.

A relacdo entre a presenca dos polimorfismos do RVD e a DAIT foi
avaliada em diferentes populacdes com resultados heterogéneos, como
comentado previamente ‘%838 No entanto, esse é o primeiro estudo que avaliou

individuos brasileiros com concomitancia de DM1 e DAIT.

O DM1 e a DAIT séao doencgas auto-imunes com predominancia da
resposta do linfécito T helper tipo 1 ©*®®. Em modelo animal, foi observado um
desequilibrio na secregcdo de citocinas pelos linfocitos T helper tipos 1 e 2, com

maior expressdo de RNA mensageiro da IL-12 nas ilhotas pancreaticas e na
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tiride dos animais que desenvolveram diabetes 2. Estudo in vitro evidenciou
uma maior secrecdo de IL-12 e maior proliferacdo de linfécitos com auséncia do
polimorfismo Fokl ™. Dessa maneira, esse polimorfismo pode colaborar para o

desenvolvimento de uma resposta imunolégica nessa direcéo.

Outros fatores genéticos podem estar envolvidos no
desenvolvimento da auto-imunidade tiroidiana, como ja descrito em pacientes
com DM1 com genotipo do HLA DR3/DR4, que apresentaram uma tendéncia a
maior prevaléncia de auto-anticorpos tiroidianos ®. Recentemente, foram
avaliados polimorfismos dos genes CTLA-4, PTNP22, HLA classe Il e gene da
insulina tendo sido observada uma forte associacdo do polimorfismo do gene
CTLA-4 (rs3087243) com a presenca do anticorpo ATPO % Contudo, no
presente estudo ndo observamos diferencas na positividade para o ATPO em
relagdo aos gendtipos do polimorfismo Fokl, em pacientes com idade e tempo de
duracdo de diabetes semelhantes, fatores conhecidamente relacionados a auto-

(65,107)

imunidade tiroidiana Em estudos anteriores da relacdo entre DAIT e

RVD (108388 ha0 foi avaliada essa associacdo com a auto-imunidade.
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Conclusdes — Artigo 1

A frequéncia observada do polimorfismo do RVD Fokl foi semelhante
entre os individuos com DM1 e o grupo controle saudavel. Nos individuos com
DM1 observamos uma tendéncia a uma menor funcdo residual da célula beta

pancreatica na presenca desse polimorfismo.

Em relagdo ao polimorfismo do RVD Bsml, observamos menor
frequéncia de homozigose e heterozigose no grupo com DM1. Os individuos com
DM1 e esse polimorfismo apresentaram maior idade ao diagnéstico e maiores
niveis de peptideo-C de jejum. No entanto, o achado do desvio do equilibrio de
Hardy- Weinberg observado para o esse polimorfismo propde que essa conclusao

seja interpretada com cautela.

Estudos em diferentes populacdes para avaliar as relagdes descritas
sao necessarios para elucidar o papel dos polimorfismos do RVD na genética do
DM1, sua relacdo com a funcédo da célula beta e com idade ao diagndstico da

doenca.

Conclusdes — Artigo 2

Os individuos com DM1 e Disfuncdo Tiroidiana avaliados
apresentavam caracteristicas clinicas (sexo feminino) e laboratoriais (positividade
para os auto-anticorpos anti-peroxidase e anti-GAD) semelhantes as descritas na

literatura.

Observamos relacdo entre o polimorfismo de RVD Fokl e presenca
de disfuncao tiroidiana, sem diferencas na prevaléncia de positividade ou titulos
dos anticorpos anti-peroxidase e anti-GAD, sugerindo mecanismos diferentes nas

respostas imunes humoral e celular.
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(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido
deste paciente ou representante legal para a participagdo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /
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ANEXOS

Anexo 4: Intervalos de 95% de confianga para as frequéncias dos genotipos do

VDR Bsml e Fokl.

n Genotipo VDR Bsml  evento % limite inferior limite superior
DM1

177 BB 60 33,9 26,9 40,9

177 Bb 57 32,2 25,3 39,1

177 bb 60 33,9 26,9 40,9
Controles

182 BB 38 20,9 15,0 26,8

182 Bb 74 40,7 33,5 47,8

182 bb 70 38,5 31,4 45,5

n Genotipo VDR Fokl  evento %  limite inferior limite superior
DM1

177 FF 80 45,2 37,9 52,5

177 Ff 81 45,8 38,4 53,1

177 ff 16 9,0 4,8 13,3
Controles

183 FF 91 49,7 42,5 57,0

183 Ff 67 36,6 29,6 43,6

183 ff 25 13,7 8,7 18,6
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ANEXOS

Anexo 5: Dados clinicos e laboratoriais do grupo controle.
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ANEXOS

Anexo 6: Dados clinicos e laboratoriais do grupo com DML1.
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ANEXOS

Anexo 7: Composicado segundo a raca, de acordo com a classificacdo do IBGE,

do grupo DM1 e grupo controle

DM1

Controles

n
Caucasoide, n (%)

Pardo, n (%)

171
109 (63,7%)
54 (31,6%)

194
51 (26,3%)
122 ( 62,9%)

Negroide, n (%) 5 (2,9%) 17 (8,8%)
Amarelo, n (%) 2 (1,2%) 2 (1,0%)
Indigena, n (%) 1 (0,6%) 2 (1,0%)

p < 0,001
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ABSTRACT

ABSTRACT

The discovery of receptors for 1o,25 dihydroxivitamin D3, the
activated form of vitamin D, in pancreatic beta cells and cells of the immune
system, has broadened the view of the role of this hormone. It acts through
activation of the vitamin D receptor (VDR) that is encoded by a gene located in
chromosome 12g-12. Several polymorphisms have been described for VDR gene
but studies using these polymorphisms as genetic markers of type 1 diabetes

mellitus (T1DM) and autoimmune thyroid disease showed controversial results.

We studied the frequency of VDR Fokl (rs10735810) and Bsml
(rs154410) in T1DM individuals and their relationship to residual beta cell function.
The frequency of VDR Fokl polymorphism was similar between T1DM and control
group (C), however, we found lower residual beta cell function in TIDM with
homozygosis or heterozygosis for this polymorphism (5.8% vs. 14.3%, genotypes
ff plus Ff vs. FF, p=0.07), with similar clinical and laboratory characteristics. The
Bsml was more frequent in the C (bb plus Bb genotypes 79.1% C vs. 66.1%
T1DM, p=0.006) but T1DM with this polymorphism were older at clinical diagnosis
(10.7 £4.9vs 9.3 £ 4.5 y.0, genotypes bb plus Bb vs. BB, p=0.061).

In addition, we analyzed the VDR Polymorphism Fokl (rs10735810)
in Brazilian T1DM with Thyroid Dysfunction (TD), considered as both
hypothyroidism and hyperthyroidism. We observed higher prevalence of this
polymorphism in individuals with associated TI1DM and TD (ff and Ff genotypes
73.9% with TD vs. 52.7 % without TD, p=0.05). TD was more prevalent in female
T1DM patients (72 % vs. 48.4 %, p=0.02), and we also observed higher frequency
of positivity to TPOAb (80% with TD vs. 25% without TD, p < 0.001) and to GADAb
(56% with TD vs. 30.3% without TD, p=0.01).

In conclusion, Brazilian T1DM patients with VDR Fokl polymorphism
had lower residual beta cell function and those with Bsml were older at clinical
diagnosis. These associations may contribute to heterogeneity of results found in

relationships studies of vitamin D and T1DM.

Moreover, clinical characteristics and laboratory data of T1DM

associated with thyroid dysfunction were similar with known data from literature.




ABSTRACT

However, we observed in those patients a higher frequency of VDR Fokl
polymorphism, suggesting that this VDR polymorphism could be responsible by a
part of the common mechanisms present in these two frequent endocrine

autoimmune diseases and its relation with vitamin D.
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Baixar livros de Literatura

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

Baixar livros de Medicina

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

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

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

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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