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Resumo

A diabetes mellitus tipo 1 (DM1) é uma doenca autoimune que resulta da destruicao selectiva
das células produtoras de insulina, as células B pancreaticas, em individuos geneticamente
susceptiveis. A vitamina D (vit D) é a principal responsavel pela manutencdo dos niveis de
calcio e fosfato e pelo metabolismo 6sseo. No entanto, a vit D esta também envolvida na
modulacdo da resposta imunitaria e tem sido consistentemente associada a doencas
autoimunes, como a DM1. Doentes com DM1 apresentam uma maior prevaléncia de défice de
vit D e a suplementacao com vit D parece diminuir o risco para DM1, sugerindo uma
associacdo entre a DM1 e a vit D. Os niveis de vit D dependem parcialmente da dieta e da
exposicdo solar mas também de factores genéticos. Os polimorfismos de nucledtido Unico
(SNP’s) localizados nas proximidades ou nos genes que codificam enzimas cruciais para a
sintese (DHCR7-rs12785878), metabolismo (CYP2R1-rs2060793) e catabolismo (CYP24A1-
rs6012897) da vit D, tém mostrado associacao com os niveis de vit D e com o risco para a DM1.
O objectivo deste estudo foi determinar a associacao entre estes 3 SNP’s presentes na via de
metabolismo da vit D e a susceptibilidade genética para a DM1 na populacéo portuguesa.

Foi desenhado um estudo caso-controlo de modo a analisar a prevaléncia dos SNP’s em 320
doentes DM1 e 486 controlos saudaveis através das técnicas de PCR e de genotipagem por
enzimas de restricdo. As frequéncias alélicas e genotipicas foram comparadas entre doentes e
controlos. Paralelamente avaliamos a associacdo destes polimorfismos com varios parametros

clinicos da doenca.

Os resultados sugerem que o polimorfismo CYP2R1-rs2060793 esta associado com um aumento
do risco de incidéncia da DM1. Observamos também uma possivel associacdo entre este
polimorfismo e o desenvolvimento da retinopatia diabética. Quanto ao polimorfismo DHCR7-
rs12785878 verificou-se uma possivel associacdo com a idade de diagndstico e o genotipo
heterozigético parece estar associado com o desenvolvimento de anticorpos anti-GAD65.
Detectamos ainda uma tendéncia de associacao entre os SNP’s DHCR7-rs12785878 e CYP24A1-
rs6013897 e o género do doente. As descobertas feitas necessitam de ser confirmadas e
reavaliadas em novos estudos com populacdes mais numerosas, no entanto, podem contribuir
para uma melhor compreensao da patogénese da DM1 e o papel da vit D na autoimunidade e

na susceptibilidade genética para a DM1.
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Abstract

Type 1 Diabetes (T1D) is an autoimmune disease that results from the selective destruction of
insulin producing cells, the pancreatic B cells, in genetic susceptible individuals. Vitamin D
(vit D) is the main responsible for the maintenance of calcium and phosphate levels and bone
metabolism. However, vit D is also involved in the modulation of the immune response, and
has been consistently associated with autoimmune diseases, including T1D. Patients with T1D
have a higher prevalence of vit D deficiency and supplementation with vit D seems to reduce
the risk for T1D, suggesting an association between T1D and vit D. Serum levels of vit D partly
depend on diet and sunlight exposure, however, genetic factors are also involved. Single
nucleotide polymorphisms (SNP’s) located within or near genes that encode crucial enzymes
for the synthesis (DHCR7-rs12785878), metabolism (CYP2R1-rs2060793) and catabolism
(CYP24A1-rs6012897) of vit D have been associated with serum levels of vit D and with the
risk for T1D. The aim of this study was to determine the association between these three
SNP’s, in the vit D pathway and the genetic susceptibility to T1D in the Portuguese
population.

We conducted a case-control study to analyse the prevalence of these SNP’s in 320 T1D
patients and 486 healthy controls, using PCR and restriction fragments length polymorphism
techniques for the genotyping of the individuals. Allele and genotype frequencies were
compared between patients and controls. We also analysed the association of these
polymorphisms with several clinical parameters of the disease.

The results suggest that the CYP2R1-rs2060793 polymorphism is associated with an increased
risk of T1D. We also observed a possible relation between this SNP and the development of
diabetic retinopathy. A possible association between the DHCR7-rs12785878 polymorphism
and the age of diagnosis was observed, as the heterozygote genotype seems to be associated
with the development of anti-GAD65 antibodies. We detected a trend of association between
the DHCR7-rs12785878 and CYP24A1-rs6013897 SNP’s and the gender of the patient. Our
findings need to be confirmed and reassessed in new studies with larger populations,
however, they may contribute to a better understanding of the pathogenesis of T1D and of

the role of vit D in autoimmunity and in the genetic susceptibility to T1D.
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1. Introducao

1.1. Diabetes mellitus tipo 1

1.1.1.Definicdo e epidemiologia

A diabetes mellitus (DM), € uma doenca metabodlica que se caracteriza pela presenca cronica
do estado de hiperglicemia, provocando disturbios no metabolismo dos hidratos de carbono,
gorduras e proteinas. A hiperglicemia caracteriza-se pela presenca de glicose em excesso na
circulacdo sanguinea, como resultado de defeitos na secrecdo e/ou accao da insulina, a
hormona responsavel por induzir a captacdo de glicose do sangue para as células de modo a
produzir energia '. Existem duas formas principais de apresentacdo da DM, a diabetes tipo 1
(DM1), resultante do processo autoimune contra as células B pancreaticas e a diabetes tipo 2
(DM2), a forma mais comum que resulta de defeitos na secrecao e/ou accao da insulina

culminando num estado de resisténcia a accao da insulina '.

Estamos neste momento a assistir a um novo paradigma no que diz respeito a forma como
identificamos e interpretamos a disfuncdo da célula B 2. A hiperglicemia, como consequéncia
da destruicao e/ou da disfuncao da célula B, é o factor comum a todos os tipos de DM. Com
base neste facto, surge a proposta de centrar a classificacdao da DM1 na disfuncao especifica
que ocorre nas células B, permitindo a escolha da terapia mais adequada consoante a via
mediadora do estado de hiperglicemia. A Associacdao Americana de Diabetes (ADA) realca
ainda a importancia de esclarecer as alteracdes imunologicas que ocorrem no microambiente
das células B, de modo a adequar a terapia que deve ter como objectivo final, a manutencao

da actividade das células B 2.

As atencbes tém estado centradas no preocupante aumento da incidéncia da DM2 nos jovens.
No entanto, a partir da década de 60 a taxa de incidéncia da DM1 tem vindo a aumentar a
um ritmo dramatico de cerca de 3-5% por ano mundialmente. A taxa de incidéncia da DM1 é
variavel entre as populagdes, a China e a Venezuela sdao os paises com as menores taxas de
incidéncia (0,1/100000), enquanto a Finlandia (40,9/100000) apresenta a maior taxa de
incidéncia de DM1 3. Nos paises Europeus, apesar de as populacdes serem geneticamente
semelhantes, existem grandes variacdes na incidéncia da DM1, observando-se um gradiente
na taxa de incidéncia, de Norte para Sul do continente 4. Os paises escandinavos (Finlandia,
Suécia, Noruega e Dinamarca) juntamente com a Escocia apresentam as maiores taxas de
incidéncia, seguidos do Reino Unido. Os paises da Europa Central e Leste tém taxas de
incidéncia intermédias e os paises do Sul da Europa apresentam as menores taxas de
incidéncia “¢. Em 2014 estimava-se que a maioria dos novos casos de DM1 seriam criancas
europeias 7. A analise da evolucdo da taxa de incidéncia da DM1 revelou um maior aumento

da incidéncia em criancas entre 0-4 e 5-9 anos, sugerindo que ao longo do tempo a DM1 tem



vindo a manifestar-se cada vez mais cedo >’. De realcar que o mais rapido aumento da DM1 é
observado nos paises da Europa Central e de Leste, onde ocorrem as maiores alteracoes do
estilo de vida, marcadas pelo crescimento socioeconomico e industrial ¢. O estilo de vida dos
europeus é cada vez mais uniforme, o que podera explicar a convergéncia do valor da taxa de
incidéncia da DM1 entre os paises >2. A taxa de incidéncia da DM1 tem aumentado 3,9% por
ano na Europa, as previsdes estimam a identificacao de 24400 novos casos em 2020 e a

duplicacao dos casos em criancas com menos de 5 anos.

O relatorio “Factos e numeros”, do observatorio nacional da diabetes, apresenta nimeros
respeitantes ao ano de 2015 em Portugal. Dos 7,7 milhdes de portugueses entre os 20 e os 79
anos, 13,3% sao diabéticos, no entanto, esta prevaléncia nao diferencia a DM1 de outros tipos
de DM. A nivel nacional, a DM1 afecta 0,16% (3327 pessoas) da populacao entre os 0 e os 19
anos, com a identificacdo de 13,3/100000 novos casos (0-14 anos). Estes numeros tém-se

mantido estaveis ao longo dos ultimos anos na populacdo portuguesa °.

A DM é um dos principais problemas de salde publica mundial, com elevado impacto
orcamental na economia dos paises, sendo de extrema importancia actuar ao nivel da
prevencao de modo a inverter as tendéncias registadas. Para uma prevencao eficaz da DM sao
necessarios esclarecimentos sobre a sua patogénese, identificando novos biomarcadores e

novas terapias moleculares centradas na disfuncao da célula B.

1.1.2.Etiopatogenia

A DM1 afecta 5-10% do total de diabéticos a nivel mundial. Esta doenca caracteriza-se pela
destruicdo das células produtoras de insulina, as células B pancreaticas, por parte de
linfocitos T autoreactivos e citocinas pré-inflamatodrias, duas caracteristicas do processo
autoimune. O ataque imunitario as células B induz a apoptose destas células, que perdem a
capacidade de producao de insulina, tornando impossivel a captacdo de glicose da corrente
sanguinea para o interior das células. Por isso os doentes necessitam de administracoes

diarias de insulina para o seu controlo glicémico e sobrevivéncia '°.

Através do recrutamento de pessoas geneticamente susceptiveis para a DM1, foram realizados
estudos sobre a progressao da doenca que concluem que a DM1 se inicia muito antes do
aparecimento dos sintomas clinicos associados ''. Foram definidas trés fases principais da
DM1, com o objectivo de melhorar e facilitar o diagndstico precoce da doenca, criando a
possibilidade de intervir antes da morte da maioria das células B '2: Fase 1- O individuo
apresenta dois ou mais autoanticorpos associados a DM1, os biomarcadores indicativos do
processo autoimune pancreatico. Nesta fase o individuo apresenta valores de normoglicémia
sem quaisquer sintomas. Fase 2- O individuo apresenta dois ou mais autoanticorpos
pancreaticos positivos em associacdo com a intolerancia a glicose (disglicémia) provocada
pela perda de funcbes das células B. O individuo apresenta valores alterados de glicose em

jejum (2125 mg/dL), do teste de tolerancia oral a glicose (2140 mg/dL) e dos niveis de HbA1c



(25,7%). A alteracdo destes parametros é indicativa da progressao da doenca. Fase 3- O
individuo manifesta os sintomas clinicos tipicos da doenca que incluem polidria, polidipsia,
perda de peso, fadiga, cetoacidose diabética, entre outros. Esta é chamada de fase crénica e
sintomatica da DM1, marcada pelo declinio da secrecao de peptideo-C, como resultado da
producao inexistente ou residual de insulina, sendo necessaria a administracao de insulina

para a sobrevivéncia do doente.

A clarificacao das fases de progressao da doenca veio melhorar a identificacao dos doentes
adultos que podem apresentar uma destruicao lenta das células B, mantendo a capacidade de
producao enddgena de insulina por mais tempo do que as criancas e jovens,
caracteristicamente afectados pela DM1. Esta sub-forma da DM1 denomina-se por LADA
(diabetes autoimune latente dos adultos) e a identificacdo destes casos veio realcar a

atencdo necessaria na altura do diagnostico e na prescricao de terapias.

Uma vez iniciada a insulinoterapia, o doente pode experienciar uma fase de remissao
transitoria da doenca denominada por “Lua de Mel”, onde ocorre a recuperacao parcial das
funcdes da célula B com manutencao dos niveis de peptideo-C. Caracteristicamente, nesta
fase ha uma diminuicdo da dose de insulina exdgena necessaria e o controlo glicémico esta
normalizado. Clinicamente, este é um periodo com potencial para intervencao terapéutica no
sentido de tentar parar o processo de destruicdo das células B. A longo prazo, a existéncia
deste periodo esta associada a diminuicao da dose de insulina necessaria, ao melhor controlo
metaboélico e ao aparecimento tardio das complicacdes associadas (retinopatia, nefropatia e

neuropatia diabética) a DM1, mesmo apods o termino da fase de remissao 41>,

Cada pessoa tem um determinado grau de susceptibilidade para desenvolver DM1, mas é da
interaccao entre os factores genéticos individuais e os factores ambientais que, em algum
momento, se inicia uma resposta inflamatodria pancreatica. Como resposta a um agente ainda
desconhecido, inicia-se a migracao e infiltracdo de macrofagos e linfocitos T CD8+ no
pancreas, dando inicio a condicdo denominada por insulinite '®. A insulinite corresponde a
fase assintomatica da DM1 e pode persistir durante meses ou décadas. Pensa-se que seja
através da morte fisioldgica das células B, em momentos de renovacdo de tecido, que ocorre
a libertacdo dos primeiros autoantigénios pancreaticos, nos ilhéus pancreaticos. As células T
potencialmente diabetogénicas circulam nos nddulos linfaticos pancreaticos onde lhes é
apresentado o autoantigénio, pelas células apresentadoras de antigénios (APC’s). Apds a
apresentacdo do autoantigénio, as células T adquirem capacidade migratéria e atacam o
pancreas onde se tornam autorreactivas contra as células B (figura 1). A apresentacdo dos
autoantigénios as células T CD4+, promove a diferenciacao destas células em células do tipo
Th1 com caracteristicas pro-inflamatorias e células do tipo Th2 caracteristicamente anti-
inflamatorias 7. As citocinas presentes em maior quantidade, secretadas pelas células Th1,
como interferdes do tipo 1 (IFN-a , IFN-y) activam vias de sinalizacdo de morte celular,
implicadas na morte das células B (granzimas e perforinas) e na amplificacdo do ataque
autoimune (células TCD8+ e macrofagos). Na sequéncia da resposta autoimune desencadeia-

se uma resposta humoral por parte de linfécitos B que se diferenciam em plasmocitos e
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secretam anticorpos especificos contra proteinas das células B. A destruicdo progressiva das
células B torna constante a libertacao de novos autoantigénios, desencadeando a activacao de

novas células T e a formacao de um novo tipo de autoanticorpo especifico.

Morte células B %

Citocinas Pré-inflamatdrias

Insulinite

—/

Antldoﬁos

Figura 1- Patogénese da diabetes mellitus tipo 1. No pancreas, as células B estdao organizadas em
aglomerados denominados, ilhéus de Langerhans. Os autoantigénios libertados pelas células B sao
apresentados pelas células apresentadoras de antigénios (células dendriticas-DC’s e macrofagos), as
células T CD4+ e T CD8+, nos nodulos linfaticos pancreaticos. Apds a apresentacdo do autoantigénio as
células T sdo activadas e infiltram o pancreas, dando inicio a insulinite. Uma vez no pancreas, estas
células libertam citocinas pré inflamatorias, promovendo a morte das células B. As células T CD4+, por
sua vez, apresentam o autoantigénio aos linfocitos B, que se diferenciam em plasmadcitos, células
produtoras de autoanticorpos anti célula B.

A descoberta dos anticorpos especificos dos ilhéus pancreaticos (ICA), em 1974, tornou clara
a etiologia autoimune da DM1 '8 Estdo identificados 4 autoanticorpos especificos para
proteinas das células B, os anticorpos anti-Insulina (IAA), os anticorpos anti-GAD65 contra a
enzima descarboxilase GAD-65, responsavel pela formacao do neurotransmissor GABA através
de glutamina, os anticorpos IA-2A contra uma proteina do tipo tirosina fosfatase e por ultimo
os anticorpos anti transportador de zinco ZnT8 '°. Estes anticorpos sdo os melhores
biomarcadores da autoimunidade da célula B e da progressao da DM1 dado que, 94% dos
doentes manifestam pelo menos um destes anticorpos na altura do diagndstico 2° e quanto
mais tipos de anticorpos estiverem presentes maior é o risco de progressao da DM1 21,
Frequentemente, os primeiros anticorpos a aparecer sao os IAA ou os anti-GAD65, enquanto o
anticorpo IA-2A raramente € o primeiro a manifestar-se mas se for, prevé-se que a progressao
da doenca seja mais rapida ?2. O aparecimento precoce dos anticorpos aumenta o risco de
progressao da doenca, acelerando o processo?'. Ao contrario do que se possa pensar, 0s
anticorpos nao sao directamente patogénicos e nao tém efeitos citotoxicos sobre a célula B,
no entanto, a producao destes anticorpos pelos linfocitos B facilita a apresentacdao dos

autoantigénios as células T CD8+, promovendo a DM1%.



1.1.3.Factores de risco da diabetes mellitus tipo 1

A DM1 é uma doenca multifactorial em que factores genéticos e ambientais contribuem para
0 aparecimento e desenvolvimento da doenca. Apesar dos muitos estudos existentes sobre a
etiologia da DM1, devido a sua complexidade, ainda ndo foi possivel estabelecer o agente
responsavel por despoletar a destruicdo das células B nem qual o0 mecanismo que da inicio ao

processo de destruicao destas células.

A DM1 é uma patologia geneticamente complexa uma vez que varios loci genéticos
contribuem para a susceptibilidade de desenvolver a doenca. Estudos genéticos de familias
com historial de DM1 mostram que a susceptibilidade genética entre membros da mesma
familia depende do grau de parentesco entre o familiar e o doente, a taxa de concordancia
de incidéncia entre gémeos monozigoticos 24 € superior a existente entre gémeos dizigoticos,
assim como o risco entre familiares de primeiro grau é superior ao de familiares em segundo

grau 252,

Nos anos 70, a regiao HLA (Human Leukocyte Antigen) localizada no cromossoma 6p21 foi
identificada como locus critico para a susceptibilidade de varias doencas autoimunes, entre
elas a DM1. O desenvolvimento das técnicas de analise genética permitiram estabelecer
consistentemente esta associacdo . O sistema HLA contém mais de 200 genes que compdem
uma zona genomica altamente polimorfica, onde cerca de 40% dos genes estao relacionados
com o sistema imunitario. Os genes HLA estao divididos em 3 classes (I, Il e Ill), sendo os
genes HLA classe Il os que demonstram maior associacao com a DM1. Por sua vez, os genes
HLA Il dividem-se em duas subclasses principais: HLA-DR e HLA-DQ. Cada subclasse codifica
uma proteina que é amplamente expressa pelas APC’S, responsaveis pelo correcto
reconhecimento e apresentacao de antigénios as células T CD4+. Logo, variantes polimorficas
que afectem a estrutura e/ou expressao destas proteinas podem alterar o reconhecimento
dos autoantigénios, modelando a susceptibilidade para DM1. Os loci HLA-DR e HLA-DQ
apresentam forte desequilibrio de ligacdo 2°, isto €, dois alelos especificos de dois loci
diferentes que tendem a ser encontrados juntos mais vezes do que o esperado, sendo
herdados como se fossem um so gene, facto que torna dificil o estudo isolado de cada
variante genomica. Por isso os estudos concentram-se na identificacdo de determinadas
combinacbes ou hapldtipos DR-DQ de modo a estratificar desde combinacdes de alto risco a
combinagdes protectoras e posteriormente relaciona-las com a progressao da doenca 2.

Os haplotipos mais frequentes entre os doentes diabéticos sao DR3-DQ2 e DR4-DQ8, e estao
presentes em 90% dos DM1 e apenas em 40% da populacao geral ?. O haplotipo heterozigdtico
DR3/DR4-DQ2/DQ8, é o haplotipo de maior risco (55%) para DM1 e esta presente em cerca de
30% dos doentes '°. O geno6tipo DR3/DR4 tornou-se um biomarcador de pessoas geneticamente
susceptiveis para a DM1, identificando 20-40% dos casos. A analise destes haplotipos permitiu
identificar o autoanticorpo anti-GAD65 como o primeiro a manifestar-se em pessoas
homozigdticas HLA-DR3-DQ2, enquanto as pessoas homozigoticas HLA-DR4-DQ8 desenvolvem

primeiro o autoanticorpo IAA 26, Ja os portadores do genotipo de alto risco HLA-DR3/DR4 tém
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uma maior prevaléncia de anticorpos IAA e tendencialmente apresentam mais do que dois

anticorpos *°.

Estima-se que a variabilidade nos genes HLA classe Il seja responsavel por 50% da
susceptibilidade genética para a DM1, sugerindo a existéncia de outros genes envolvidos na
susceptibilidade genética da DM1. Os estudos de associacao genética (GWAS) identificaram
mais de 50 genes 3, além dos HLA, com potencial papel na susceptibilidade para a DM1. Os
genes que demonstram associacoes mais fortes com a DM1 sdo o gene da insulina humana; o
gene PTPN22 responsavel pela inibicao da activacao de células T efectoras; o gene CTLA-4,
importante para o bom funcionamento das células T reguladoras (Treg); o gene IL2RA, que
actua na supressdao da proliferacdo das células T e mais recentemente o gene IFIH1, que
funciona como sensor de infeccoes virais '°. As contribuicdes individuais destes genes para a
susceptibilidade genética sdao aparentemente pequenas, no entanto, a sua identificacdo é
importante para melhorar o entendimento da patogénese da doenca, descobrir novos
biomarcadores e novos alvos terapéuticos. De notar que muitos dos genes candidatos
identificados estdo envolvidos em processos imunoldgicos e demonstram associacdo com a
DM1 mas também com outras doencas autoimunes, sugerindo a existéncia de mecanismos

comuns.

Como referido, a incidéncia da DM1 tem vindo a aumentar a um ritmo acelerado, facto que
nao pode ser explicado apenas a luz dos factores genéticos por ocorrer num curto espaco de
tempo. O papel preponderante dos factores ambientais, no aparecimento da DM1 é suportado
pelo facto de: i) a taxa de concordancia da doenca entre gémeos ser apenas 50% 24; ii)
estudos migratorios mostram aumentos na incidéncia da DM1 em grupos que se deslocam de
areas de baixa incidéncia para areas com elevada incidéncia 32%; iii) o aumento da incidéncia
da DM1 tem sido acompanhado pela diminuicdo da frequéncia de gendtipos de risco do
sistema HLA 3* e apenas uma fraccao das pessoas geneticamente susceptiveis desenvolvem a
doenca; iv) o maior aumento da incidéncia é observado em paises com taxas de incidéncia
moderadas e com rapido crescimento econdémico e industrial que promovem alteracdées do

estilo de vida das populagoes e alteracoes ambientais °.

Da conjugacao destas observagdes concluimos que a destruicao das células B € um processo
que se inicia apds uma pessoa geneticamente susceptivel para a DM1, ser exposta a um
determinado factor de risco ambiental. A denominada “hipotese do gatilho”, explica isso
mesmo, sugerindo a existéncia de factores ambientais capazes de despoletar o inicio do
processo autoimune, de conduzir a autoimunidade e apoptose das células B ou de acelerar a
progressao da doenca 3°. Sao muitos os estudos realizados com o objectivo de entender a
contribuicdo e os mecanismos pelos quais os factores ambientais desencadeiam a patogénese
da DM1. Nesse sentido surgem hipoteses explicativas como a “hipotese da higiene” ou a

“hipotese viral”.

A “hipdtese da higiene” sugere que o desenvolvimento do sistema imunitario requer a sua

estimulacdo na infancia, através da exposicao a diversos factores ambientais 3¢. Isto porque, o



aumento da incidéncia da DM1 contrasta com a diminuicdo gradual de doencas infecciosas
como a tuberculose ou infeccdes por enterovirus ¥, sugerindo que o aumento da DM1 pode
ser consequéncia da menor exposicao a agentes patogénicos devido a melhoria das condicdes
sanitarias, da qualidade de vida, a vacinacao e ao uso de antibidticos. No entanto, é de notar
que os maiores aumentos na incidéncia da DM1 foram observados em paises com uma
industrializacao acelerada. Este aumento pode ser explicado pelo crescimento da poluicao
atmosférica (ex. poluentes organicos persistentes e dioxinas), uma vez que, existem
poluentes capazes de influenciar a funcao das células B e o aparecimento da DM1 33, A
melhoria da qualidade de vida das popula¢oes conduziu a alteracdes no estilo de vida, como o
aumento da ingestao de alimentos e a diminuicao da pratica do exercicio fisico, as principais
causas da obesidade. A resisténcia a accao da insulina € uma caracteristica da obesidade e
estimula o trabalho excessivo das células B, gerando um ambiente de stress celular que leva
ao esgotamento das células pancreaticas, acelerando a sua apoptose “ e possivelmente a
progressao para a DM1. O aumento da obesidade infantil pode explicar o facto de a DM1 se

manifestar cada vez mais cedo na infancia.

Por outro lado, a “hipotese viral” defende que determinados virus sdo capazes de iniciar ou
acelerar o processo autoimune da DM1. Na teoria, os virus podem desencadear este processo
de duas maneiras, infectando directamente a célula B provocando a sua apoptose *', ou
iniciando processos de autoimunidade como consequéncia do mimetismo molecular que leva o
sistema imunitario proprio a confundir moléculas de origem viral com moléculas proprias,
reagindo contra estas ultimas. O enterovirus é o virus mais fortemente associado a DM1.
Estudos epidemiologicos identificaram um aumento da incidéncia da DM1 apods epidemias por
enterovirus #' e foi detectado RNA (acido ribonucleico) de enterovirus em doentes diabéticos
recentemente diagnosticados “2. Hoje € reconhecido o papel de alguns virus na patogénese da
DM1, no entanto o risco de desenvolver DM1 no decorrer de uma infeccao viral deve ser
interpretado tendo em conta o contexto genético da pessoa, pois a presenca de determinadas
variantes genéticas podem tornar a pessoa hipersensivel a infeccoes das células B,

desencadeando respostas antivirais exacerbadas que culminam na apoptose dessas células #'.

As teorias referidas tém como énfase a necessidade de “treino” do sistema imunitario com o
objectivo de criar mecanismos de defesa contra doencas autoimunes, nomeadamente a DM1.
Como é de conhecimento geral, o leite materno é o responsavel por fornecer esses
mecanismos de defesa ao recém-nascido, devido ao seu elevado teor de anticorpos e células
imunitarias que lhe conferem propriedades anti-microbianas e anti-inflamatorias. De facto,
estudos demonstram a existéncia de uma relacdo inversa entre a alimentacdo com leite
materno e o risco de DM1 “»*, Por outro lado, a introducdo precoce do leite de vaca na
alimentacao parece aumentar o risco de autoimunidade #. Isto porque, o leite de vaca pode
induzir a inflamacdo da mucosa intestinal através do aumento da permeabilidade intestinal a
antigénios da dieta, estimulando a secrecéo de citocinas inflamatoérias e a resposta autoimune
por parte de células T CD8+ “#. Ao fazer a analise dos estudos sobre esta matéria ¢

necessario referir o papel do microbioma intestinal que pode ser afectado pela forma de
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nascimento, dieta, infeccoes e pelo uso de antibioticos. Alteracdes nestes factores podem
favorecer a disbiose intestinal favorecendo respostas aberrantes do sistema imunitario que
podem conduzir a autoimunidade e DM1 em pessoas susceptiveis “¢. Entre os factores da dieta
com associacdo com a DM1, além do leite materno e do leite de vaca, estudos demonstram
associacao entre os niveis de vitamina D (vit D) e a incidéncia da DM1. A importancia da
vitamina D como factor ambiental condicionante quer no aparecimento quer no

desenvolvimento da DM1 sera abordado ao longo das proximas seccoes.

1.2. Vitamina D

1.2.1.Metabolismo e mecanismo de accao da vitamina D

A vitamina D; (vit D) pode ser obtida através da dieta uma vez que esta presente em alguns
alimentos de origem vegetal sob a forma de vitamina D, (ergocalciferol) como acontece nos
cogumelos e esta também presente sob a forma de vitamina Ds (colecalciferol) em alimentos
de origem animal como bacalhau, atum ou dleo de figado de bacalhau. No entanto, a
quantidade de obtencdo de vit D pela dieta é reduzida sendo o sol a principal fonte
fornecedora de vit D. As radiacOes solares, nomeadamente as radiacées UVB (290-310nm),
entram em contacto com os queratinocitos presentes na pele desencadeando uma reaccao
fotoquimica entre a radiacdo UVB e o composto 7-dihidrocolesterol (7-DHC). Como resultado
desta reaccdo fotoquimica, ocorre a formacao da pré-Vit D; que sofre posteriormente uma
isomerizacao espontanea, culminando na formacdo da Vit D; (figura 2) ainda numa forma
biologicamente inactiva 4%, A vit D é lipossollvel, por isso, ao atingir a circulacdo sanguinea
forma um complexo com a proteina transportadora de vitamina D (DBP). Numa primeira
etapa, a DBP é responsavel pelo transporte da vit D; até ao figado, onde ocorre a primeira de
duas hidroxilacdes. A hidroxilagdo hepatica ocorre no carbono 25 (C-25) da vit D e é realizada
pela enzima CYP2R1, com a formacdo do composto 25(0H)D;, o calcidiol. O calcidiol é o
metabolito presente em maior quantidade na corrente sanguinea, funcionando como
biomarcador de avaliacdo do estado nutricional de vit D. Este composto é posteriormente
transportado pela DBP que o encaminha para diversos tecidos alvo, sendo o rim o mais

conhecido.
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Figura 2- Fotoproducdo e metabolismo da vitamina D. A radiacao UVB (290-315 nm) do sol entra em
contacto com a pele, convertendo o composto 7-dihidrocolesterol (7-DHC) em pré-Vit Ds,
posteriormente convertida em vit Ds. A vitamina D pode também ser obtida através da dieta sob a forma
de vit D3 (colecalciferol) ou vit D2 (ergocalciferol). As duas formas de vit D sdo transportadas até ao
figado pela proteina transportadora da vit D (DBP), onde pela accdo da enzima CYP2R1 sdo convertidas
em calcidiol (25(0OH)D3). No rim e outros tecidos alvo a enzima CYP27B1 catalisa a conversao do calcidiol
em calcitriol (1,25(0H)2D3), a forma biologicamente activa da vit D. Finalmente a enzima CYP24A1 é
responsavel pelo catabolismo principalmente do calcitriol, que é convertido em acido calcitrdico
posteriormente excretado pela bilis.

No rim e outros tecidos, esta presente a enzima CYP27B1 responsavel pela hidroxilacao do
carbono 1 do calcidiol, transformando-o em calcitriol (1,25(0OH),D;). O calcitriol é a forma
biologicamente activa da vit D, ou seja a forma responsavel por desencadear as accoes
biologicas da vit D. Para tal, é necessario que o calcitriol chegue ao interior da célula onde
sera reconhecido pelo receptor da vitamina D (VDR). O VDR é um receptor nuclear presente
em muitos tipos de células e quando reconhece o composto calcitriol, heterodimeriza com o
receptor X retindico alfa (RXR). O complexo formado dirige-se para o DNA (acido
desoxirribonucleico), onde vai ligar a elementos especificos do DNA responsivos a vit D,
chamados VDRE’s (figura 3). Estes elementos de DNA especificos estao presentes em zonas de
regulacao de genes alvo da vit D. Assim o efeito gendmico da vit D traduz-se na activacdo ou
inibicao da transcricao de varios genes especificos, efeito alcancado apds o recrutamento de
moléculas co-reguladoras e de cofactores de transcricao para a zona dos VDRE’s. Resumindo,
a vit D tem a capacidade de regular a transcricao de cerca de 3% do genoma humano,
compreendendo genes envolvidos em diversos processos biologicos regulados directa ou
indirectamente pela vit D #°. No final desta cascata de accdes bioldgicas, a enzima CYP24A1 é
responsavel pelo catabolismo quer do calcidiol quer do calcitriol, convertendo-os em acido
calcitréico, um composto inactivo e sollvel em agua que é posteriormente excretado pela
bilis.
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Figura 3- Orgédos alvo e mecanismo de ac¢do do calcitriol. As células do rim, ossos e intestino, bem
como as células pancreaticas e do sistema imunitario sao células responsivas a accao da vit D. Nestas
células, quando o calcitriol entra nas células é reconhecido pelo receptor nuclear da vitamina D (VDR).
Apds a ligacdo do calcitriol ao VDR, este heterodimeriza como o receptor X retindico alfa (RXR) e
moléculas co estimuladoras. O complexo formado liga a elementos especificos do DNA responsivos a vit
D, os VDRE’s, modelando a taxa de transcricao de cerca de 3% do genoma humano.

1.2.2.Factores que influenciam os niveis de vitamina D

A obtencao de vit D através da dieta é reduzida, quando comparada com a quantidade de vit
D produzida por fotoproducao. Assim, factores que alterem a quantidade de radiacées UVB
incidentes na pele, afectam directamente a taxa biossintética de vit D. A disponibilidade de
luz solar (radiacdo UVB) segue um padrao latitudinal, os paises situados a latitudes mais
proximas do Equador (latitude 0°) tém um maior nimero de horas de sol do que os paises
localizados a latitudes extremas >'->2. Nestes paises de latitudes extremas a principal fonte de
vit D esta comprometida, sendo recomendada a suplementacdo das populagdes com vit D
como estratégia de prevencao do raquitismo/osteomalacia. A disponibilidade de luz solar
varia consoante a estacdo do ano. A taxa de biossintese da vit D é especialmente afectada
durante o Outono/Inverno, devido a menor quantidade de sol e ao uso de roupas que
protegem do frio 3. Os niveis de vit D sdao também afectados pelo envelhecimento 3,
associado a diminuicdo do nimero de queratindcitos na pele, limitando a biossintese de vit D.
Além da idade, também a quantidade de melanina é inversamente proporcional a taxa de
producado de vit D. O défice preponderante de vit D em populagdes que relinem condigcdes
optimas para a producao enddgena de vit D, reflecte o mau aproveitamento da luz solar e
prende-se com alteracdes no estilo de vida. Por exemplo, as criancas das sociedades
desenvolvidas deixaram de brincar na rua e preferem os videojogos em casa. Acrescenta-se
ainda o uso excessivo de protectores solares e cosméticos com proteccao UVB que prejudicam

a biossintese de vit D.

Existem também factores genéticos que interferem com a via de metabolismo e com os niveis
de vit D, afectando a salde humana. Por exemplo, mutacdes raras no gene DHCR7, sao

responsaveis pelo sindrome de Smith-Lemli-Optiz (SLO) 5>, caracterizado por anomalias
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congénitas e atraso mental. O raquitismo dependente de vit D tipo 1B %, é consequéncia de
uma mutacdo no exao 2 do gene CYP2R1, que altera a sequéncia da enzima eliminando a sua
actividade. Por Ultimo, mutagdes que alteram a actividade da enzima CYP24A1, podem
conduzir a hipercalcémia idiopatica infantil %, como resultado de defeitos na homeostase do
ido calcio.

Além destas condicoes raras, estudos reportam que parte da variabilidade dos niveis de vit D
se deve a factores genéticos hereditarios, ou seja, gendtipos diferentes em determinados
genes modificam os niveis de vit D. Wang et al. sugerem que cerca de 1-4% da variabilidade
dos niveis de vit D € explicada pela presenca de polimorfismos de nucleétido Unico (SNP’s-
single nucleotide polymorphisms) nos genes DHCR7, GC e CYP2R1, responsaveis
respectivamente pela sintese, transporte e metabolismo da vit D . Neste estudo, com
individuos europeus e americanos, os polimorfismos DHCR7-rs12785878, CYP2R1-rs2060793 e
CYP2R1-rs2282679 mostraram estar significativamente associados com os niveis de vit D. Além
destes, o polimorfismo rs6013897 presente no gene da enzima CYP24A1, foi identificado como
possivel candidato a associacdo com os niveis de vit D 8, Mais tarde, através da analise da
populacao inglesa confirma-se que a presenca dos SNP’s DHCR7-rs12785878, CYP2R1-
rs10741657 e rs12794714 influencia os niveis de vit D %. As descobertas feitas sao
corroboradas por outros investigadores %!, Podemos entdo concluir que existem variantes
nos genes das enzimas responsaveis pelo metabolismo da vit D, capazes de alterar a

quantidade de vit D circulante, influenciando a salde humana.

1.2.3.Importancia da vitamina D na saude

0 sistema endocrino que compreende a accdo conjunta da vit D e da hormona paratiroideia
(PTH) é o principal responsavel pela regulacdo da homeostase dos ides de calcio e de fosfato,
essenciais em multiplos processos biologicos. Os principais locais de accao destas hormonas
sao 0 0sso, O intestino e o rim. A vit D foi inicialmente descoberta como nutriente essencial
para a prevencao do raquitismo/osteomalacia ®2. Em condicoes de hipocalcémia, a vit D induz
a libertacao de calcio e fosfato a partir do osso, dando prioridade a manutencao dos niveis de
calcio em detrimento da integridade 6ssea . De facto, a correcta suplementacao com vit D
reduz o risco de fracturas dsseas em 20%. Ao nivel do intestino, a vit D é responsavel por
estimular e regular a absorcao dos ides de calcio e de potassio obtidos através da dieta 3. O
rim, especificamente o tdbulo proximal, é o principal local de sintese da forma
biologicamente activa da vit D (calcitriol) e é o local onde ocorre a reabsorcdo do ido fosfato,
processo regulado indirectamente pela vit D. No tUbulo distal, a vit D e a PTH sao

responsaveis pela reabsorcao de calcio .

Houve uma mudanca de perspectiva em relacdo ao papel biologico da vit D, quando foi
descoberta a presenca do VDR em varios tipos de células e tecidos, além dos referidos

anteriormente. Muitos investigadores aprofundaram os conhecimentos sobre este novo tema e
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hoje, com a identificacdo dos efeitos nao classicos da vit D, esta é reconhecida como uma
hormona que regula a taxa de transcricao de muitos genes envolvidos, principalmente, no
ciclo de vida celular e na resposta imunitaria. A capacidade do calcitriol para regular o ciclo
de vida celular sugere a existéncia de um papel da vit D ao nivel da prevencao do cancro.

A identificacdo do VDR em praticamente todos os tipos de células do sistema imunitario ¢ foi
0 ponto de partida para a descoberta dos efeitos imunomodeladores da vit D. As principais
accoes desencadeadas pela vit D ao nivel do sistema imunitario sdo a estimulacdo da
tolerancia imunitaria e a diminuicdo da resposta autoimune (figura 4). As investigacoes
seguiram-se no sentido de estabelecer relacdes entre a vit D e as doencas autoimunes,
resultantes do ataque imunitario a células proprias com deterioracdo da tolerancia

imunitaria, como a DM1.
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Figura 4- Efeitos bioldgicos da vit D sobre o sistema imunitario. Apds a apresentacdo dos
autoantigénios pelas DC’s aos linfécitos T CD4+, estes diferenciam-se consoante o perfil de citocinas
existente, estimulando ou nao a inflamacao e autoimunidade. A vit D desencadeia as suas accoes a
varios niveis, por um lado inibe a libertacdo de quimiocinas pelas células atacadas, inibe a formacao de
macrofagos e a secrecao de citocinas pré-inflamatorias por eles produzidas, inibe a diferenciacao e
proliferacdo das células DC’s assim como diminui a eficacia da apresentacdo antigénica (inibe a
expressao moléculas MHC 11). A vit D inibe também a secrecao de citocinas pro inflamatorias por parte
dos linfécitos T do tipo Th1 e Th17 inibindo a formacao de células T CD8+ responsaveis por exarcebar o
processo autoimune e inibe a producao de anticorpos pelos linfécitos B, uma vez que impede a sua
proliferacao e diferenciacdo em plasmocitos. Por outro lado, a vit D é capaz de estimular a producao de
citocinas anti-inflamatorias provocando a alteracdao do perfil de citocinas presente, estimulando a
formacao de células do tipo Th2 e Treg, responsaveis pela manutencao da anergia e tolerancia
imunitarias, que foram afectadas durante o processo autoimune.

1.2.4.0 papel da vitamina D na diabetes mellitus tipo 1

As células B pancreaticas, organizadas em grupos denominados, ilhéus de Langerhans, tém

como principal funcdo a sintese e secrecao de insulina. O processo de secrecao de insulina

12



requer o influxo de calcio para a célula B, processo regulado pela PTH e vit D. Posto isto, a
secrecao optima de insulina depende da regulacdo dos niveis de calcio pela vit D. A
identificacao do VDR e da enzima CYP27B1 nas células B, bem como de um VDRE no promotor
do gene da insulina %, tornou clara a existéncia de um papel directo da vit D no
funcionamento da célula B. A activacao do VDR na célula B aumenta a transcricdao do gene da
insulina ¢ e promove o aumento da expressao do receptor da insulina, melhorando a accéo e
sensibilidade a hormona ¢. A suplementacdo das células B com calcitriol, aumentou e
acelerou a capacidade biossintéctica de insulina ®. A vit D regula ainda a expressdo da
proteina calbindina, presente nas células B e responsavel por estimular a libertacdo de
insulina ¢°.

A DM1 tem inicio apos o reconhecimento de um autoantigénio, derivado das células B, por
parte das células APC’s (DC’s e macrofagos). Ja nos nodulos linfaticos as DC’s apresentam o
autoantigénio as células T imaturas, activando-as. A vit D inibe a proliferacao e diferenciacao
das DC’s e a expressao de moléculas MHC Il a sua superficie 772, comprometendo a
apresentacdo dos autoantigénios (figura 4). A apoptose das células B leva a libertacao de
quimiocinas que, por sua vez, promovem o recrutamento de células imunitarias para o
pancreas, iniciando o processo inflamatério denominado por insulinite 7. As células T CD8+ e
os macrofagos sdo os primeiros a infiltrar o pancreas 73, e a atacar as células B através de
citocinas (IFN-y, TNF-a) e de mecanismos de citélise celular (perforinas e granzimas) "7. A vit
D além de inibir a producdo de quimiocinas pelas células B, inibe também a diferenciacao dos
mondcitos em macrofagos e a activacdo das células T CD8+, retardando a insulinite '7.
Enquanto a infiltracdo do pancreas ocorre, na periferia verifica-se a activacdo de novas
células T CD4+ que se diferenciam consoante o perfil de citocinas presente. As citocinas
predominantes sdo pro-inflamatoérias (IL-12, IL-23 e IFN-y) e secretadas pelas APC’s,
promovendo a diferenciacao das células T CD4+ em células do tipo Th1 e Th17. Estas células
também secretam citocinas pro-inflamatorias (IL-12 e IFN-y), melhorando a acgao citotoxica
dos linfocitos TCD8+ e citolitica dos macrofagos, sobre as células B. A vit D inibe a
proliferacao, activacao e consequente diferenciacdo das células T CD4+. No entanto, estes
efeitos sao o resultado da regulacao do estado de maturacdo das DC’s, por um lado a vit D
inibe a secrecao de IL-12, citocina necessaria para a activacao das células T CD4+, por outro
lado, estimula a libertagcao de IL-10 induzindo a formacdo de células Treg. O aumento do
numero de células Treg promove a alteracdo do perfil de citocinas inflamatério (tipo Th1)
para um perfil anti-inflamatorio (tipo Th2/Treg) promovendo os mecanismos de tolerancia
imunitaria que estdo afectados no contexto da DM1. A vit D actua ainda sobre os linfocitos B,
responsaveis pela producdo dos autoanticorpos especificos contra as células B, inibindo a sua
proliferacdao e a producao de novos anticorpos. Concluindo, a vit D protege as células B,
prolongando a sua sobrevivéncia, retardando a insulinite e a progressao da DM1, desmontando
a capacidade de criar respostas autoimunes exacerbadas e paralelamente promovendo a

tolerancia e anergia imunitarias.
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0 modelo animal non-obese-diabetic (NOD) mice é o mais utilizado na investigacao dos
mecanismos da DM1 e na procura de agentes terapéuticos. O modelo NOD desenvolve DM1
espontaneamente, como resultado da destruicdo das células B mediada por células T
autoreactivas, a semelhanca do que ocorre nos humanos 4. Ao comparar modelos NOD
controlo e NOD com défice de vit D 7, constatou-se que este Ultimo grupo apresentava taxas
de incidéncia de DM1 superiores, com manifestacdo precoce da doenca, sugerindo que o
controlo dos niveis de vit D retarda o desenvolvimento da DM1 7. Da comparacdo dos niveis
de vit D (calcidiol) entre doentes DM1 e a populacao saudavel podemos concluir que o défice
e/ou insuficiéncia de vit D é prevalente na populacao saudavel, mas mesmo assim, os doentes
DM1 tém niveis de vit D inferiores aos dessa populacdo. Além disso, o aumento da incidéncia
da DM1 coincide com o aumento paralelo do défice/insuficiéncia de vit D. Na Europa, a
incidéncia da DM1 segue o mesmo padrao latitudinal observado para a disponibilidade de luz
solar, sendo que paises localizados a latitudes extremas apresentam taxas de incidéncia trés
vezes superiores as dos paises proximos do Equador 352, De facto, o aumento de apenas 1
grau de latitude aumenta em 3,5% o risco de desenvolver DM1 77. Nos paises onde a principal
fonte de vit D estd comprometida, o fornecimento de vit D as populacdes € garantido através
de comida fortificada. A introducao deste meio de suplementacao na Dinamarca diminuiu o
défice de vit D e diluiu o padrdo sazonal do diagnostico da DM1, pois os niveis de vit D
deixaram de ser tao afectados pelo nimero de horas de sol consoante a estacdo do ano 33. O
diagnodstico de DM1 segue um padrao sazonal, sendo a maioria dos casos detectados durante o
Inverno, enquanto que no Verao ocorre uma quebra no nimero de diagnodsticos. Este padrao
sazonal é sobretudo observado nos paises situados a latitudes extremas 78, evidenciando a
importancia da manutencao dos niveis de vit D nesses paises. A relacdo inversa entre os niveis
de vit D e a incidéncia da DM1 foi também detectada em paises com elevada disponibilidade
de sol 7%, Nos paises arabes, a populacdo saudavel apresenta niveis baixos de vit D, tal é
explicado pelo uso das roupas tradicionais e pelo estilo de vida domiciliario que limitam a
exposicao ao sol, afectando a biossintese de vit D. Um estudo Israelita destaca isso mesmo
reportando que é a populacéo religiosa que apresenta menores niveis de vit D no pais 8.

Os investigadores procuraram estabelecer relacbes entre parametros clinicos da DM1 e os
niveis de vit D. Um estudo Sueco verificou que o défice de vit D durante a gravidez aumenta a
probabilidade de aparecimento dos autoanticorpos anti-GAD65 e IA-2A na descendéncia #. Foi
também detectada a relacdo inversa entre os niveis de vit D e a severidade da manifestacao
da cetoacidose 8%, Soliman G.T. et al. afirmam que o défice de vit D é mais prevalente em
criancas com mau controlo glicémico °'. O défice de vit D esta também associado ao aumento
da dose diaria de insulina e da percentagem de HbA1c °>%, mas o ajuste dos niveis de vit D

melhorou estes parametros metabolicos.

Varios estudos investigaram os efeitos da suplementacdo com vit D sobre a manifestacao de
DM1. Granfors M. et al. reportaram recentemente que a suplementacao com vit D durante a
gravidez, ndo altera o risco para DM1 na descendéncia %, confirmando os resultados

previamente obtidos no modelo NOD °>%, Foram encontrados resultados semelhantes no caso
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da suplementacdao de gravidas com multivitaminicos °7%. Nos paises escandinavos a
suplementacao de vit D foi durante muito tempo feita através do oleo de figado de bacalhau
de modo a prevenir o raquitismo associado ao défice de vit D. Na Noruega observaram que a
suplementacao de gravidas com oleo de figado de bacalhau diminuia também o risco de DM1
na descendéncia %, assim como criancas suplementadas com oleo de figado de bacalhau
apresentaram um risco inferior para a DM1, do que as nao suplementadas . A suplementacao
de animais NOD com vit D diminuiu em 66% o risco de desenvolver DM1 %°, mas a prevencao da
DM1 sé é observada no caso da administracdo de 800 Ul/dia ser iniciada apés a amamentacao
e mantida durante a vida *>'%, levantando questdes em relacdo a dose e duracdo de
suplementacao adequadas. No NOD, a hipercalcémia e a desmineralizacao 6ssea surgem como
efeitos secundarios a suplementacdo com a dose de calcitriol necessaria para obtencao dos
efeitos imunitarios desejados. Esta questao dificultou a translacdao da dose do modelo animal
para o humano, mas foi ultrapassada através do desenvolvimento de analogos do calcitriol.
Alguns dos analogos ja foram testados em humanos e mostraram ser mais eficazes contra a

DM1 do que o composto original, nomeadamente os analogos TX527 9! e BXL-219 %2,

Em relacdo a duracéo ideal da suplementacdo em humanos, um estudo caso-controlo reporta
a diminuicao de 33% do risco para DM1, em criancas suplementadas durante o primeiro ano de
vida '931% A suplementacao regular com doses >2000 Ul/dia confere as criancas maior
proteccdo contra a DM1 do que doses inferiores, com diminuicdo de 80% do risco para DM1 %,
A dose utilizada é mais eficaz contra a DM1 do que a fornecida pelo dleo de figado de
bacalhau (400 Ul/dia) "%,

A vit D protege contra a DM1 promovendo a manutencdo da actividade das células B através
do aumento da capacidade supressora das Treg '%. Doentes com DM1 e niveis de peptideo-C
ainda doseaveis, suplementados com vit D (2000 Ul/dia) durante 6 meses, preservaram por
mais tempo a funcao das células B "7, Ao nivel do controlo glicémico, a suplementacao com
vit D diminuiu o valor de HbA1c %%, Num dos estudos, 3 meses ap6s o fim da
suplementacao, os niveis de HbA1c regressaram aos maus valores iniciais, sugerindo que a
deterioracao do controlo glicémico é consequéncia da falta de vit D "%, A progressao da DM1
esta associada ao aparecimento de comorbilidades como a retinopatia diabética, a
comorbalidade mais comum em pessoas com défice de vit D. A suplementacdo com vit D
reduz em 18% o risco de microalbuminiria protegendo da progressao para nefropatia
diabética ',

Existem estudos que contrariam a associacdo entre os niveis de vit D e a DM1 e os efeitos
benéficos da suplementacao °'%""" mas nenhum reporta o aumento do risco para a DM1.
Assim, a suplementacdao com vit D é considerada segura, devendo ser proposta como
estratégia de prevencado terapéutica principalmente nos grupos de criancas de risco, com
pouca exposicao solar, historia familiar de DM1 ou outras doencas autoimunes. Em 2012 ''2
avaliou-se o efeito da administracdo de calcidiol como terapia adjuvante a insulinoterapia em
doentes DM1. Os doentes tratados com trés doses diarias de insulina foram divididos: um

grupo suplementado com calcidiol (2000 Ul/dia) e outro sem suplementacdo. O grupo
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suplementado mostrou melhorias no controlo glicémico apdés 6 meses e a percentagem de
células Treg aumentou passado 1 ano. Estes resultados superam os obtidos em regime de
monoterapia com vit D, sugerindo que a combinacao terapéutica insulina-vit D é benéfica e
segura e deixando claro o potencial terapéutico da vit D, como adjuvante da insulinoterapia,

na prevencao da DM1.

1.2.5.Estudos genéticos de associacdo entre a vitamina D e a diabetes

mellitus tipo 1

O desenvolvimento das técnicas de analise genética contribuiu para o melhor entendimento
da base genética de doencas poligénicas, como é o caso da DM1. Os grandes estudos de
associacao genética (GWAS) tém identificado polimorfismos em genes que antes ndo se sabia
estarem implicados na doenca, contribuindo para o esclarecimento do mecanismo da doenca.
Geralmente, os polimorfismos identificados nao sao a causa da doenca mas identificam
regides genomicas onde podem existir variantes causais. Como ja referido, variantes nos
genes HLA classe Il representam 50% da susceptibilidade genética a DM1. Além destes, foram
ja identificados mais de 40 loci, compreendendo mais de 300 genes, significativamente
associados com a susceptibilidade para a DM1, embora cada variante isolada tenha um efeito
reduzido sobre o risco de desenvolver DM1 '3, No que diz respeito a estudos de associacdo
genética entre os genes do metabolismo da vit D e o desenvolvimento da DM1, a maioria
incide sobre a associacdo entre 4 polimorfismos (Fokl, Bsml, Apal e Taql) ''“ do gene VDR e a
incidéncia de DM1. Por comparacdo, sao poucos os estudos que analisam a influéncia de
polimorfismos candidatos, presentes nos genes das enzimas responsaveis pelo metabolismo da
vit D (DHCR7, CYP2R1, CYP27B1 e CYP24A1) na susceptibilidade para a DM1. No entanto, por
exemplo, num estudo Alemao o SNP CYP2R1-rs10741657 (A>G) mostrou estar
significativamente associado com a DM1, sendo o alelo G considerado de risco para a DM1 e
aquele que tende a ser transmitido a descendéncia. O gendtipo GG é significativamente
(p=0,03) mais frequente no grupo de doentes DM1 e doentes portadores deste genotipo ou GA
apresentam niveis de vit D inferiores aos observados na presenca do genotipo AA 3116 QO
polimorfismo DHCR7-rs12785878 (T>G) afecta os niveis de vit D, especificamente, o gendtipo
raro GG esta associado a niveis de vit D inferiores em comparacdo com outros genotipos 7.
Em 2013 "8 este polimorfismo foi também associado ao aparecimento dos autoanticorpos
caracteristicos da DM1, sugerindo, que este gene desempenha um papel no inicio do processo
autoimune, influenciando o risco para a DM1, assim como variantes no gene CYP27B1
(rs4646536, rs10877013) '"°. Por outro lado, na Dinamarca, ao contrario do que se esperava,
nao foi identificada qualquer associacao entre SNP’s nos genes DHCR7, CYP2R1 e CYP24A1 e a
susceptibilidade genética para a DM1, com apenas uma excepcao para o polimorfismo
presente no gene da proteina DBP (rs2282679) '2°. Os resultados inconsistentes entre as
diferentes populacdes estudadas, podem ser uma consequéncia das diferencas étnicas ou ha

ainda a possibilidade de os polimorfismos associados a DM1 serem herdados em desequilibrio
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de ligacdo como resultado das diferencas étnicas, dificultando a deteccdo do exacto
polimorfismo de interesse e do seu efeito, uma vez que pode depender da populacao de
estudo. Outra explicacao possivel para os resultados contraditérios pode assentar na variacao
dos factores ambientais entre as diferentes zonas do globo. Por isso, sdo necessarios mais
estudos, em diferentes populacdes de modo a esclarecer a influéncia de SNP’s presentes nos

genes da via de metabolismo da vit D sobre a susceptibilidade genética para a DM1.

1.3. Objectivo do estudo

O objectivo deste estudo caso-controlo foi conhecer a contribuicio de 3 SNP’s nas
proximidades ou nos genes responsaveis pela codificacdo de 3 enzimas essenciais para a
sintese (DHCR7-rs12785878), hidroxilacdo (CYP2R1-rs2060793) e catabolismo (CYP24A1-
rs6013897) da Vit D, para a susceptibilidade genética a DM1 na populacdo da regiao centro de

Portugal e a sua associacdo com as caracteristicas clinicas da doenca.
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2. Materiais e métodos

2.1. Populacéao de estudo

O grupo de estudo foi formado por 320 doentes com diagnostico de diabetes mellitus tipo 1
(151 mulheres e 169 homens; média de idades 28,8 +10,9 anos) residentes na regido centro de
Portugal. Os doentes foram recrutados no Servico de Endocrinologia Diabetes e Metabolismo
do Centro Hospitalar Universitario de Coimbra (CHUC) e no Servico de Endocrinologia do
Centro Hospitalar do Baixo Vouga (CHBV), Aveiro. A recolha de dados relativos aos parametros
clinicos (idade de diagndstico, anticorpos, peptideo-C, doencas autoimunes, retinopatia
diabética e nefropatia diabética) foi realizada através do preenchimento de um questionario

pelo médico endocrinologista.

0 grupo controlo foi constituido por 486 voluntarios saudaveis (240 mulheres e 246 homens;
média de idades 32,2 +11,2 anos) recrutados em postos de colheita do Instituto Portugués de

Sangue na regiao centro.

Foi obtido o consentimento informado de cada participante neste estudo, que foi aprovado
pela Comissdo de Etica (CE-FCS-2013-017 e CE-FCS-2011-003) da Faculdade de Ciéncias da

Saude da Universidade da Beira Interior.

2.2. Extraccao e purificacdo de DNA a partir de sangue

periférico

O DNA (acido desoxirribonucleico) genémico foi extraido a partir dos leucocitos do sangue
periférico, recorrendo ao método de salting-out adaptado de Miller et al. '2'. O processo de
extraccao iniciou-se pela obtencao de cerca de 10 mL de sangue periférico colhido em tubos

com anticoagulante EDTA (acido etileno-diamino-tetra-acético) e armazenados a 4°C.

Apds a chegada das amostras ao laboratorio, as amostras sanguineas foram colocadas num
tubo de centrifuga de 50 mL. Seguidamente a lise dos eritrécitos foi levada a cabo com a
adicao de 30mL de tampao de lise RBC (Red Blood Cell) a 4°C (RBC: 155 mM NH,CLl; 20 mM
KHCO3; 0,1 mM Na,EDTA; pH 7,4). A mistura foi agitada e mantida no gelo por 15 minutos,
realizando inversoes frequentes, seguindo depois para centrifugacao a 2500 rpm (rotacoes por
minuto) durante 10 minutos a 4°C (AllegraTM X-22R, Beckman Coulter, Fullerton,Ca, EUA). O
procedimento de adicao do tampao de lise, manutencao no gelo e centrifugacao foi repetido

até que o sedimento de células apresentasse uma cor branca.

0 passo seguinte teve como objectivo a lise dos leucocitos, comecando com a ressuspencao
do sedimento de células obtido anteriormente. Uma vez ressuspendido, procedeu-se a adicao
de 5mL de tampao SE (secondary extraction) (SE: 75 mM NaCl; 25 mM Na,EDTA; pH 8,0), 12,5
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pL de proteinase K (20 mg/mL) e 500 pyL de SDS (Dodecil sulfato de soédio) 10%, ficando a
mistura a incubar durante a noite (ou no minimo 6 horas) a 55 °C num bloco térmico (Star
Lab, Chennai, india). Durante este passo o SDS teve como funcdo a quebra e dissolucdo de
membranas celulares assim como a desnaturacdo de proteinas, auxiliada pela accao da

proteinase K.

A terceira etapa deste processo diz respeito a precipitacdo das proteinas desnaturadas que
tendem a ligar ao DNA tornando-se contaminantes. Para tal foram adicionados 3mL de NaCl
(cloreto de sodio) saturado (6M) as amostras, que foram novamente incubadas a 55°C
durante 10 minutos. Posteriormente as amostras seguiram para centrifugacao a 4000 rpm, 30
minutos a 15°C, com agitacdo prévia por 25 segundos. A accdo do NaCl passa pela sua
dissociacdao em ibes que, por sua vez, interagem com o DNA tornando este uma molécula de
carga nula, ndao permitindo assim a formacdo de ligacdes ionicas com proteinas ou outros

contaminantes.

Apds esta centrifugacdo obteve-se um sedimento de proteinas que foi descartado, o
sobrenadante foi transferido para um novo tubo de centrifuga de 50 mL. Neste novo tubo de
centrifuga ocorreu a precipitacdo do DNA com a adicdo de etanol 100% a -20°C, numa
quantidade de cerca de duas vezes o volume de sobrenadante previamente obtido. Apods a
adicao do etanol 100% e inversdes frequentes do tubo foi possivel observar a formacao do
novelo de DNA, que se formou por este ser insolivel em alcool. Seguiu-se uma centrifugacao a
4500 rpm, 5 minutos a 4°C da qual o sobrenadante foi rejeitado, reservando o sedimento de
DNA.

O sedimento de DNA obtido foi submetido a uma lavagem com a adicao de 10 mL de etanol
70%, seguindo depois para nova centrifugacao a 4500 rpm, 5 minutos a 4°C. O sobrenadante
obtido foi descartado e o sedimento de DNA foi transferido para um tubo de microcentrifuga
de 1,5 mL, onde permaneceu a secar cerca de 30 minutos a temperatura ambiente. Apos os
30 minutos, o DNA foi reidratado com 1mL de tampao TE (Tris-EDTA:10 mM Tris, pH 8.0, TmM
EDTA) e colocado em agitacao lenta e permanente durante a noite a temperatura ambiente.

Uma vez obtido o DNA, a sua concentracdo e o seu grau de pureza foram determinados
através da medicao da densidade dptica de cada amostra por espectrofotometria ultravioleta
nos comprimentos de onda 260 e 280 nm (Nanophotometer spectrophotometer B-80-3004-33,
Implen GmbH, Munich, Germany). Uma vez que o DNA absorve a 260 nm e por outro lado as
proteinas absorvem a 280 nm, o grau de pureza da amostra sera dado pelo racio A260/A280
que deve apresentar um valor entre 1,8 e 2,0. Sendo que uma amostra de DNA que apresente
um racio menor que 1,8 indica contaminacao por proteinas, por outro lado, uma amostra com
um racio maior que 2,0 é indicativo de contaminacdo por RNA. O grau de pureza €, portanto,

um parametro de controlo do processo de extraccao.

Finalmente o tubo de microcentrifuga com o DNA reidratado foi armazenado a -80°C. Para
uso diario, procedeu-se a diluicdo deste DNA reidratado de modo a obter uma concentracao

de 100 ng/pL num volume final de 200 L, posteriormente armazenado a -20°C.
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2.3. Reaccdo de polimerizacdao em cadeia (PCR)

A técnica de PCR foi desenvolvida pelo bioquimico e prémio Nobel, Kary Mullis nos anos 80 e
veio revolucionar a biologia molecular a diversos niveis, nomeadamente na area da genética
molecular. Esta técnica baseia-se nos principios da replicacdo do DNA, tendo como objectivo
a sintese de novas cadeias de DNA complementares a cadeia molde. A sintese de novas
cadeias complementares torna-se possivel devido a capacidade da enzima DNA polimerase
para adicionar nucleotidos onde existe um grupo hidroxilo (3’-OH). A extremidade 3’-OH
necessaria a adicdao dos novos nucledtidos é gerada com a adicao de primers especificos, ou
seja, um conjunto especifico de nucleétidos complementar a uma parte da sequéncia de
interesse de determinado gene, sendo portanto os primeiros nucledtidos a ser inseridos na
nova cadeia de DNA em formacdo. No final da reaccao de PCR a sequéncia do gene de
interesse tera sido amplificada exponencialmente e acumulada em bilides de copias, in vitro.
A amplificacdo das sequéncias de interesse dos genes DHCR7, CYP2R1 e CYP24A1 foi realizada
recorrendo a primers especificos e a condicoes de PCR optimizadas, nomeadamente, a
concentracao de MgCl2(cloreto de magnésio) e a temperatura de annealling (temperatura de

emparelhamento dos primers).

As sequéncias genéticas de interesse, onde se encontram os SNP’s em estudo, foram
amplificadas pela accao da enzima Taq (Thermus aquaticus) polimerase (Dream Taq Green
DNA, ThermoScientific, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). Numa reaccao com um
volume final de 15uL foram adicionados 100ng de DNA genomico, 0,2 mM de dNTPs (Nzytech,
Lisboa, Portugal), 0,25 pM de cada um dos primers (forward e reverse), 1 U de enzima Taq
polimerase e o respectivo tampao contendo 1,5 mM de MgCl2, a agua foi adicionada até

perfazer o volume final da reaccao.

A reaccao de PCR decorreu num termociclador (T100™, Bio RAD, Hercules, CA, EUA) sendo o
programa escolhido para a reaccao: desnaturacao inicial a 95°C durante 5 minutos, seguindo-
se uma série de 35 ciclos compostos por 30 segundos de desnaturacao a 95°C, 30 segundos a
uma temperatura de emparelhamento especifica, dependendo da sequéncia dos primers
(Tabela 1) e 30 segundos de extensao a 72 °C. No final dos 34 ciclos a reaccao termina com
um passo de extensao final de 10 minutos a temperatura optima da enzima Taq polimerase
(72°C). Cada amplificacdo realizada incluiu um controlo negativo onde o DNA foi substituido

por agua.
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Tabela 1- Primers e condicoes de optimizacao da reaccao de PCR para cada polimorfismo
Temperatura

Primers (5°-3’) de annealing Fras_(;;;)e)nto
(C)

rs12785878 F: CCCCTGCCTTAGTGTGTGTT

DHCR7 (T>G) R: CCGGGGGCCTTTAGTTAGAC 1,5 58 618
rs2060793  F:TGGAGCTGAGATCAACTGCTAAA
CYP2R1 (A>G) R:GTGACACATACCTGTGGGGG 1,5 58 768
rs6013897 F:GGACTCCTGGTTGGGTGATG
CYP24A1 (T>A) R:TCCTTGATCCAAATGTCCGCA 1,5 58 516

SNP single nucleotide polymorphism; Sequéncia de primers no sentido 5’ - 3’(F: foward; R: reverse);
MgCl2 (mM) concentracdo de cloreto de magnésio em mili molar; “C graus centigrados; pb pares de
base

2.4. Digestao enzimatica

Os produtos de PCR amplificados foram posteriormente submetidos a digestdao enzimatica,
uma vez que todos os polimorfismos em estudo criaram ou retiraram um local de corte para
uma endonuclease de restricdo especifica. A escolha da endonuclease adequada a cada SNP,
foi realizada recorrendo ao programa Nebcutter 2.0 disponivel na Internet
(http://nc2.neb.com/NEBcutter2/).

Uma vez escolhida a enzima de interesse, o DNA previamente amplificado por reaccao de PCR
seguiu para digestao enzimatica de acordo com as condicoes recomendadas pelo fabricante

das enzimas (New England Biolabs, Inc., Beverly, MA, EUA).

As enzimas seleccionadas para o estudo dos SNP’s DHCR7-rs12785878, CYP2R1-rs2060793 e

CYP24A1-rs6013897 foram: enzima Taql, enzima Schl e enzima TscAl respectivamente.

A enzima Tagqgl permitiu distinguir os trés genotipos possiveis para o SNP rs12785878 (T>G)
localizado no intrdo 2 do gene DHCR7. O gendtipo TT ndo apresentou local de corte para a
enzima logo gerou-se apenas um fragmento com 618pb. Por outro lado para o gendtipo
homozigético GG foi criado um local de corte para a enzima Taql, gerando 2 fragmentos (320
e 298 pb) e no gendtipo heterozigotico TG, foram observados 3 fragmentos (618,320 e 298 pb)
(Tabela 2). A digestdao de 10puL de produto de PCR ocorreu num volume final de reaccao de
15uL, sendo os 5pL adicionados compostos por 2,5 U de Taql, Buffer Tagl 10x (1,5uL) e o
restante volume completo com agua. Apos a adicdo da enzima, os produtos de PCR foram

incubados por 2 horas a 65°C.

A endonuclease escolhida para o estudo do SNP rs2060793 (G>A) do gene CYP2R1 foi a enzima
Schl. O genédtipo mais comum, GG, produziu 3 fragmentos (379,248 e 141 pb). O gendtipo
homozigdtico AA eliminou um local de corte da enzima, gerando apenas 2 fragmentos (627 e
141pb). Como tal o genotipo heterozigdtico GA foi representado pela presenca de 4
fragmentos (627, 379, 248 e 141 pb) (Tabela Il). Na reaccao de digestdao enzimatica o volume
final de 15pL foi composto por 10uL de produto de PCR e 5uL que contém 2,5 U de enzima

Schl, Buffer Tango 10x (1,5uL) e agua. O protocolo de digestdo efectuado comecou com um
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periodo de incubacdo a 37°C durante 2 horas, seguido de um periodo de inactivacdo

enzimatica a 65°C por 20 minutos.

O SNP rs6013897 (T>A) localizado no gene CYP24A1 foi estudado utilizando a enzima TscAl. Na
presenca do genotipo mais comum, TT, a sequéncia apresentou 2 locais de corte para a
enzima em causa, gerando 3 fragmentos (222,192 e 102pb). No que diz respeito ao gendtipo
AA a enzima reconheceu apenas um local de corte gerando por isso 2 fragmentos (414 e 102
pb) e para o genétipo TA foram identificados 4 fragmentos (414, 222, 192 e 102pb)(Tabela ).
A digestao de 10uL de produto PCR foi realizada com a adicao de 2,5 U de enzima TscAl,
Buffer Tango 10x (1,5uL) e agua, perfazendo um volume de reaccao final de 15uL. Apds a

mistura, seguiu-se a incubacao a 65°C durante 3 horas.

Tabela 2- Polimorfismos em estudo, genotipos esperados e peso molecular dos
respectivos fragmentos gerados por restricdo enzimatica
Fragmento Enzima de
amplificado restricao Genotipo

Fragmentos gerados

(pb) (2,50) (Pb)
TT 618
rs12785878 618 Tagql TG 618, 320, 298
(T>G) GG 320, 298
GG 379, 248, 141
rs2060793 768 Schl GA 627, 379, 248, 141
(A>G) AA 627,141
TT 222, 192, 102
rs6013897 516 TscAl TA 414, 222, 192, 102
(T>A) AA 414, 102

SNP single nucleotide polymorphism; pb pares de base; U unidades

2.5. Electroforese em gel de agarose

A técnica de electroforese foi utilizada numa primeira fase com objectivo de confirmar a
amplificacao enzimatica por PCR. No fim da reaccao de PCR, 5uL dos produtos obtidos foram
carregados num gel de agarose (GRS Agarose LE, grisp) com concentracao de 1% (m/v). O gel
foi preparado através do aquecimento da mistura agarose e tampao TAE (Tris-Acetato-EDTA
1X: 40mM Tris-trisaminometano; 20mM acido acético; TmM EDTA) 1X e posteriormente corado
com GreenSafe (GreenSafe Premium, nzytech) (1uL/1mL). Além das amostras no gel, foi
também carregado um marcador de peso molecular (HyperLadder I, Bioline or VC 100bp Plus
DNA Ladder, Vivantis) para facilitar a confirmacao dos fragmentos obtidos através do seu peso

molecular.

Numa segunda fase, a electroforese foi usada para correr os produtos de PCR submetidos a
digestao enzimatica. O objectivo desta electroforese foi observar os fragmentos gerados pelos

cortes das enzimas de modo a determinar o genotipo de cada amostra.

Para tal foi necessario ajustar a concentracao de agarose aos tamanhos dos fragmentos
esperados. Para os SNP’s DHCR7-rs12785878 e CYP2R1-rs2060793 a electroforese ocorreu num
gel de agarose 2% (m/v), no caso do SNP CYP24A1-rs6013897 o gel preparado foi de 3% (m/v).
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Apds a realizacao do respectivo gel de agarose, em tampao TAE 1X e corado com GreenSafe,
procedeu-se ao carregamento das amostras (9pL) assim como do marcador de peso molecular.
Apds o carregamento das amostras no gel, foram definidos os parametros de corrida, ou seja
a voltagem e o tempo de corrida. No caso do gel de agarose 1% (m/v) o tempo de corrida
definido foi de 25 minutos a uma voltagem de 180mV. Os géis carregados com amostras
digeridas correram a uma voltagem de 180mV, por um periodo de tempo entre 40 minutos a 1

hora.

No final do tempo definido para a electroforese os fragmentos foram observados sobre luz UV
num transiluminador (UVITEC system Cambridge) e as imagens obtidas foram arquivadas para

posterior analise de resultados.

2.6. Sequenciacdao de DNA

De modo a confirmar e validar o método de genotipagem utilizado foram sequenciadas

amostras representativas dos trés genotipos possiveis para cada polimorfismo.

Em 1977, Sanger et al. descreveram o método de sequenciacdo de Sanger o qual teve como
objectivo a identificacdo da sequéncia exacta de nucleotidos presente em determinada
amostra. Este método requer uma cadeia simples de DNA molde, um primer, a enzima DNA
polimerase, dNTPs e ddNTPS (didesoxinucleotidos trifosfatados). Os ddNTPS diferem dos
dNTPs na sua extremidade 3’, onde ndo existe o grupo hidroxilo (-OH) necessario para a
formacao da ligacao fosfodiéster com o proximo nucledtido a ser adicionado. A auséncia deste
grupo 3’-OH faz com que a enzima DNA polimerase deixe de ter capacidade de adicao de
novos nucledtidos logo, para a sintese da nova cadeia de DNA sempre que um ddNTP é
incorporado, deste modo iremos obter diferentes fragmentos que distam entre si em apenas
um nucledtido. As cadeias obtidas sdo submetidas a electroforese capilar para determinar a

sequéncia de bases de DNA.

Actualmente este processo esta facilitado devido a equipamentos de sequenciacao
automatica de DNA. Estes equipamentos possuem detectores de fluorescéncia, tornando
possivel a distincdo dos quatro marcadores fluorescentes para timinas, adeninas, citosinas e
guaninas. Os ddNTPs que se encontram em concentracoes mais baixas do que os dNTPs, sao
incorporados aleatoriamente na cadeia provocando a interrupcao da sintese de DNA. Neste
caso, como cada um dos quatro ddNTPs tem na sua composicao um fluorocromo que emite a
um comprimento de onda especifico, torna-se possivel a identificacdo de cada fragmento
truncado ap6s a sua migracao através do gel de electroforese. Assim a sequéncia de
nucledtidos de DNA pode ser determinada pela ordem em que cada fragmento passa pelo

detector de fluorescéncia.

Antes da reaccao de sequenciacao, procedeu-se a amplificacao da cadeia de DNA de interesse
por reaccao de PCR (descrita no ponto 2.3.). Os restantes 10uL de produto de PCR foram

purificados enzimaticamente de modo a degradar sequéncias de DNA em cadeia simples que

23



pudessem interferir na correcta leitura dos fragmentos sequenciados. A purificacao foi
realizada através da accdo das enzimas exonuclease | e fosfatase alcalina (EXO-SAP,
Amersham Science, USB, Cleveland, Ohio, EUA) numa proporcao de 1:2. Assim, adicionou-se a
cada amostra 0,5uL de EXO e 1puL de SAP, posteriormente a mistura foi submetida a dois

periodos de incubacdo, um de 20 minutos a 37°C seguido de 20 minutos a 80°C.

Uma vez o DNA purificado, seguiu-se a reaccao de sequenciacao de DNA. Para cada amostra
foram realizadas duas reaccées, uma com o primer forward e outra com o primer reverse em
diferentes tubos. Os primers utilizados na reaccao de sequenciacao foram os mesmos
utilizados na reaccao de PCR. Cada reaccao de 11pL foi preparada com 2 pyL de DNA (100ng/
pL), 0,25uL de primer e entre 1 a 4 pyL de DTCS Quick Start Master Mix (GenomelLab, Beckman
Coulter, Fullerton, CA, EUA), dependendo do comprimento do fragmento em estudo, sendo
que para fragmentos maiores sera necessario uma maior quantidade de Master Mix. A reaccao
de sequenciacdo decorreu num termociclador com um periodo de desnaturacéo inicial de 6
minutos a 96°C, 20 segundos a 55°C para emparelhamento dos primers e 40 segundos de
extensao a 60°C, programa que se repetiu durante 30 ciclos. No final dos ciclos decorreu um

periodo de 8 minutos para extensao final a 60°C.

Apds a reaccdo de sequenciacao de DNA, foi realizada a precipitacdo das amostras obtidas.
Para tal, realizou-se uma solucdo de precipitacdo constituida por acetato de sddio, EDTA e
glicogénio. Assim, em cada reaccao adicionou-se 1,2uL de acetato de sodio (3M, pH 5,2),
1,2uL de EDTA (100mM Na,EDTA, pH 8,0), 0,6pL de glicogénio (20mg/mL) e 60 pL de etanol
95% gelado. A mistura obtida foi centrifugada a 3000 rpm durante 30 minutos a 4°C. Para
lavagem do sedimento obtido foram adicionados 200 pyL de etanol 70%, seguindo-se uma nova
centrifugacao a 3000 rpm durante 5 minutos a 4°C. Nesta fase repete-se o processo de
lavagem com etanol 70%. No final da centrifugacao o etanol em excesso foi retirado e o
sedimento foi deixado a secar a temperatura ambiente. No passo seguinte, cada sedimento
foi ressuspendido em 10uL de SLS (Sample Loading Solution) de modo a manter a cadeia de
DNA desnaturada durante a sequenciacdo. O produto obtido foi submetido a electroforese
capilar num sequenciador automatico de DNA (GenomeLab TM GeXP, Genetic Analysis System,
Beckman Coulter, Fullerton, CA, EUA).

O método utilizado para sequenciar as amostras compreendeu uma temperatura capilar de
50°C, uma temperatura de desnaturacdo de 90°C durante 120 segundos, uma voltagem de
injeccao de 2,0 kV durante 15 segundos e uma voltagem de separacao de 4,0 kV durante um

determinado periodo de tempo, dependendo do comprimento do fragmento.

As sequéncias obtidas foram comparadas com as sequéncias de referéncia existentes no
Ensembl (http://www.ensembl.org/index.html) usando o programa de analise GenomelLab

Genetic Analysis System software (Version 10.2, Beckman Coulter, Fullerton, CA, EUA).
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2.7. Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada de modo a avaliar a associacao entre os trés polimorfismos
estudados e a susceptibilidade genética para o desenvolvimento de DM1. As frequéncias
alélicas e genotipicas de cada polimorfismo em doentes e controlos foi determinada por

contagem directa.

Para cada polimorfismo o desvio entre as frequéncias genotipicas obtidas e esperadas foi
calculado através do equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE), para os controlos. A avaliacao do
HWE foi realizada calculando as frequéncias genotipicas esperadas e comparando-as com as
frequéncias observadas na populacdo em estudo. O HWE baseia-se em quatro requisitos
principais: i) existe reproducao sexuada aleatoria; ii) as frequéncias alélicas sdo conservadas
de geracao em geracdo ou seja, a populacao € geneticamente estavel sem o aparecimento de
mutacdes; iii) ndo existem efeitos migratorios significantes; iv) a populacao apresenta efeitos
de seleccao natural e derivacao genética desprezaveis. Os requisitos foram assumidos como
verdade para o calculo das frequéncias genotipicas esperadas. A concordancia entre os
valores observados e os valores esperados foi testada pelo teste de qui-quadrado goodness-of-

fit através da utilizacao do programa SNPstats.

As frequéncias alélicas e genotipicas entre o grupo controlo e o grupo de doentes, foram
comparadas por regressao logistica utilizando o programa disponivel online, SNPstats 2
(https://www.snpstats.net/snpstats/start.htm). Obtivemos os valores de odds ratio (OR) que
permitiram estimar o risco associado a determinado alelo, com um intervalo de confianca (IC)
de 95%. Posteriormente, estes parametros foram ajustados consoante o género e idade. O
melhor modelo hereditario para cada polimorfismo (codominante, dominante,recessivo,
overdominant e aditivo) foi seleccionado através do critério de informacdao Akaike (AIC)
fornecido pelo SNPstats, tendo sido considerado o melhor modelo aquele que apresentou um
menor valor de AIC. O mesmo método de analise estatistica foi aplicado na comparagao dos
subgrupos construidos para a analise dos diversos parametros clinicos, de modo a conhecer o
efeito dos polimorfismos sobre a idade de diagnostico, o género, a presenca do anticorpo
anti-GAD65, o valor de peptideo-C, a existéncia de outras doencas autoimunes, a nefropatia
diabética e a retinopatia diabética. A significancia estatistica foi estabelecida para um valor
de p <0,05 e corrigida para comparacdes multiplas (trés) usando o método de Bonferroni (3
SNP’s p corrigido = 0,05/3 = 0,017).
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3. Resultados

3.1. Polimorfismo DHCR7

A amplificacdo do intrao 2 do gene DHCR7 por PCR foi realizada de modo a permitir a analise
do SNP rs12785878 (T>G). Apos o PCR foi obtido um fragmento de DNA com 618 pb, observado
apos a electroforese realizada num gel de agarose com concentracao de 1% (Figura 5A). Uma
vez amplificado o fragmento de interesse e a verificacao de auséncia de contaminacao dos
produtos de PCR, as amostras seguiram para digestdo enzimatica. A técnica de digestao
enzimatica permitiu a genotipagem do SNP rs12785878, uma vez que pela accdo da enzima
Taqgl foi possivel distinguir os trés gendtipos diferentes. O genotipo TT originou um Unico
fragmento (618pb), o genotipo homozigdtico GG originou 2 fragmentos (298 e 320pb) e o
genotipo heterozigotico TG originou 3 fragmentos (298, 320 e 618pb), como representado na
Figura 5B. De modo a confirmar os resultados dos genotipos obtidos foi realizada a

sequenciacao de DNA de uma amostra representativa de cada genotipo (Figura 5C).

A) B)
1 2 3 M M 5 6 7 8

GCTTCTATCCT GCTTCNATCCT GCTTCGATCCT

Figura 5- Genotipagem do polimorfismo DHCR7-rs12785878 (T>G); A: Gel de agarose 1%,
electroforese de produtos de PCR contendo parte do intrao 2 do gene DHCR7; 1 a 3 banda de 618pb
representando o fragmento de interesse do intrao 2 amplificado por reaccao de PCR; M - marcador de
peso molecular. B: Gel de electroforese com 2% de agarose, representacao dos 3 genotipos possiveis
para o SNP rs12785878 obtidos por digestao enzimatica com Tagl; M - marcador de peso molecular, 5 e 6
- Genotipo heterozigdtico TG representado por 2 bandas no gel (618pb e 320pb), 7- gendtipo
homozigotico comum TT caracterizado pela presenca de uma banda intacta no gel (618pb), 8- gendtipo
GG homozigdtico resulta numa banda no gel (320pb). C: Cromatogramas de amostras representativas dos
diferentes genotipos possiveis para o polimorfismo DHCR7-rs12785878; 8- Genotipo homozigdtico TT; 9-
Genotipo heterozigotico TG; 10- Genotipo homozigético GG;
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3.2. Polimorfismo CYP2R1

O polimorfismo CYP2R1-rs2060793 (G>A) esta localizado numa zona upstream do gene
CYP2R1, esta foi amplificada por PCR com a obtencao de um fragmento total de 768pb,
visualizado num gel de agarose apos a electroforese (Figura 6A). Posteriormente os produtos
de PCR obtidos foram submetidos a digestdao enzimatica com a enzima Schl, capaz de
distinguir os trés gendtipos, representados na Figura 6B. O genotipo homozigotico GG é
identificado pela presenca de trés fragmentos (141,248,379pb), o genotipo homozigético AA
pela presenca de 2 fragmentos (141 e 627pb) e o genoétipo heterozigotico AG pela presenca de
4 fragmentos (141,248,379 e 627pb). O DNA de uma amostra representativa de cada genétipo
foi sequenciado com o objectivo de confirmar os resultados previamente obtidos por digestao

enzimatica (Figura 6C).

0

e A i

ATCCCGACTCA ATCCCNACTCA ATCCCAACTCA

Figura 6- Genotipagem do polimorfismo CYP2R1- rs2060793 (G>A); A: Gel 1% de agarose,
electroforese de produtos da reaccao de PCR; 1-3 banda representativa da amplificacdo do fragmento
de interesse onde se encontra o SNP em estudo (768pb); M- marcador de peso molecular; B: Gel 2% de
agarose, mostra o resultado da electroforese dos produtos obtidos da digestao enzimatica com a enzima
Schl; M -marcador de peso molecular; 5- Gendtipo heterozigotico GA representado pela presenca de 4
bandas no gel (141, 248, 379 e 627 pb); 6- Genotipo homozigotico comum GG caracterizado por 3 bandas
(141, 248 e 379pb); 7- genodtipo homozigdtico AA apenas apresenta 2 bandas no gel (141 e 627pb); C:
Cromatogramas de amostras representativas dos diferentes genétipos possiveis para o polimorfismo
CYP2R1-rs2060793; 8- Genotipo homozigético GG; 9- Genotipo heterozigdtico AG; 10- Genotipo
homozigotico AA.

3.3. Polimorfismo CYP24A1

Os gendtipos respeitantes ao SNP rs6013897 (T>A), localizado numa zona intergénica préoximo

do gene CYP24A1, foram analisados apos a amplificacdo da zona de interesse por PCR. Os
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produtos de PCR foram submetidos a electroforese em gel de agarose e posteriormente
visualizado o fragmento obtido de 516pb (Figura 7A). Seguidamente decorreu a digestao
enzimatica dos produtos de PCR com a enzima TscAl permitindo a distincdo dos trés
genotipos. O genotipo homozigdtico TT é representado por trés fragmentos (102,192,222 pb),
por sua vez o genotipo homozigotico AA é representado por 2 fragmentos (102 e 414 pb) e o
genotipo heterozigdtico TA é representado por 4 fragmentos (102,192,222,e 414 pb), como
demonstrado na Figura 7B. Os trés gendtipos foram confirmados através da sequenciacao de

DNA de trés amostras representativas (Figura 7C).

TTCAGTGGATG TTCAGNGGATG

Figura 7- Genotipagem do polimorfismo CYP24A1- rs6013897 (T>A); A: Gel de agarose 1%,
electroforese de produtos da reaccao de PCR de amplificacao de fragmento intergénico de interesse; 1-
3 : banda representativa do fragmento de interesse (516pb); M- marcador de peso molecular; B: Gel de
electroforese 3% mostrando os 3 gendtipos relativos ao SNP rs6013897, apos digestdao enzimatica com a
enzima TscAl; M-marcador de peso molecular; 5 e 6 - geno6tipo homozigético comum TT representado no
gel por 3 bandas (102, 192 e 222 pb); 7- representa o genotipo heterozigotico TA pela presenca de 4
bandas (102,192,222 e 414pb); 8- gendtipo homozigdtico AA onde observamos apenas 2 bandas no gel
(102 e 414pb); C: Cromatogramas de amostras representativas dos diferentes genotipos possiveis para o
polimorfismo CYP24A1-rs6013897; 8- Genotipo homozigdtico TT; 9- Gendtipo heterozigdtico TA;

3.4. Andlise estatistica

3.4.1.Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE)

0 teste do equilibrio de HWE segue determinados pressupostos, anteriormente referidos, de

modo a testar a hipotese de a amostra em estudo ser representativa da populacao geral. O
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teste de HWE foi realizado com o objectivo de verificar se a populacao de controlo em estudo
segue os pressupostos desta lei. Assim, foi realizada a contagem directa da frequéncia dos
genotipos observados no grupo controlo e posteriormente os valores esperados foram
calculados. Ou seja, para um gendtipo composto pelo alelo G e o alelo A, onde a frequéncia
do alelo G é p, a frequéncia do alelo A sera g= (71-p), entdao os valores esperados para 0s
genotipos GG, AG e AA serao p?, 2pq e ¢? , respectivamente. A comparacao das frequéncias
genotipicas entre os valores observados e os esperados foi realizada para os trés
polimorfismos, utilizando o programa SNPstats. Os valores de p verificados para o equilibrio
de HWE nao foram significativos para nenhum dos polimorfismos, indicando que as
frequéncias genotipicas observadas na populacdo controlo ndo se desviam significativamente

das frequéncias esperadas, segundo os pressupostos do HWE.

3.4.2. Andlise dos polimorfismos

Antes da analise dos resultados relativamente a parametros especificos como idade ou
género, foi realizada a comparacéo global entre o grupo de doentes e o grupo controlo. Para
esta analise toda a populacdo de estudo foi incluida, 320 doentes e 486 controlos. A
comparacao entre o grupo de doentes e o grupo de controlos nao mostrou diferencas
significativas entre os dois grupos para os polimorfismos DHCR7-rs12785878 e CYP24A1-
rs6013897. Os resultados obtidos para o polimorfismo CYP2R1-rs2060793 mostram diferencas
significativas em relacdo as frequéncias genotipicas (p=0,02) e alélicas (p=0,03), sendo que a

presenca do alelo A é mais frequente no grupo de doentes (Tabela 3).

Tabela 3- Analise das frequéncias genotipicas e alélicas dos doentes e controlos

) Doentes Controlos
Polimorfismo G?R&TE" Nr]:(;éz)o Nn=(4%8)6 Val(;ar o
TT 103 (32) 163 (38)
TG 155 (49) 199 (46)
DHCRY GG 60 (19) 72 (17) 1,16 0,80 - 1,69 0,42
rs12785878 T 361 (57) 525 (60)
G 275 (43) 34340 416 0,94 1,43 0,15
GG 105 (33) 165 (38)
AG 158( 0) 219( 0)
CYP2R1 AA 6 (18) 1(12) 1,61 1,06 - 2,44 0,02
rs2060793 G 368 (58) 549 (63)
A 270 (42) 321 (37) 1,26 1,02 - 1,59 0,03
TT 180 (58) 249 (61)
TA 114 (36) 142 (35)
CYP24A1 AA 19 (6) 19 (5) 1,33 0,69 -2,56 0,39
rs6013897 T 474 (76) 640 (78)
A 152 (24) 180 (22) 1,14 0,89 - 1,45 0,30

N nUmero total de individuos; n nimero de individuos; OR odds ratio (usando a primeira coluna
de gendtipos ou alelos como referéncia); IC intervalo de confianca; Valores ajustados consoante o
género e idade para os genotipos: DHCR7 p=0,28 (OR 1,23; 95% IC 0,84 - 1,82); CYP2R1 p=0,03
(OR 1,61; 95% IC 1,05 - 2,44); CYP24A1 p=0,42 (OR 1,31; 95% IC 0,68 - 2,63); Valores ajustados
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consoante o género e idade para os alelos: DHCR7 p=0,1 (OR 1,19; 95% IC 0,96 - 1,47); CYP2R1
p=0,04 (OR 1,27; 95% IC 1,01 - 1,56); CYP24A1 p=0,4 (OR 1,11; 95% IC 0,86 - 1,45)

3.4.3. Andlise da idade de diagnostico

De modo a avaliar a influencia dos polimorfismos na idade de diagnostico, o grupo de doentes
foi dividido em dois grupos. O primeiro grupo composto pelos doentes com idade de
diagnédstico <18 anos (N=157), o segundo grupo com doentes com idade diagnéstico >18 anos
(N=84). Posteriormente, foi realizada a comparacao das frequéncias genotipicas e alélicas dos
trés polimorfismos em estudo. Os resultados mostram uma ligeira diferenca das frequéncias
genotipica (p=0,05) e alélica (p=0.04) para o polimorfismo DHCR7-rs12785878. Para os

restantes dois polimorfismos estudados nao foram obtidas diferencas significativas (Tabela 4).

Tabela 4- Analise das frequéncias genotipicas e alélicas consoante a idade de diagndstico
Idade de Idade de

diagnostico <18  diagnostico >18
Polimorfismo Genotipo/ n(%) 95% Cl Valor de
Alelo p
N=157
T 59 (38) 24 (29)
TG 75 (48) 39 (46)
DHCR7 GG 23 (15) 21 (25) 0,52 0,26-1,00 0,05
rs12785878 T 193 (61) 87 (52)
G 121 (39) 81 (48) 0,68 0,46 - 0,99 0,04
GG 52 (33) 26 (31)
AG 85 (54) 40 (48)
CYP2R1 AGA 2;)“30) ;i (21) 0,53 0,26-1,07 0,08
rs2060793 U (20 (9]
A 125 (40) 76 (45) 0,79 0,53-1,16 0,23
TT 81 (54) 51 (62)
TA 60 (40) 26 (32)
CYP24A1 AA 10 (7) 5 (6) 1,09 0,36 -3,33 0,88
6013897 T 222 (74) 128 (78)
A 80 (26) 36 (22) 1,28 0,81-2,00 0,28

N numero total de individuos; n numero de individuos; OR odds ratio (usando a primeira coluna de
gendtipos ou alelos como referéncia); IC intervalo de confianca;

3.4.4. Analise de género

Esta analise foi realizada dividindo o grupo de doentes em doentes masculinos (N=169) e
doentes femininos (N=151). As frequéncias genotipicas e alélicas foram comparadas para os
polimorfismos de interesse. Os resultados obtidos mostram diferencas estatisticamente
significativas entre os géneros nas frequéncias genotipicas do polimorfismo do gene DHCR7
(p=0,04) e para o polimorfismo do gene CY24A1 (p=0,02). As diferencas sdao também
observadas para as frequéncias alélicas do SNP DHCR7-rs12785878 com um valor de p=0,03. Os
resultados obtidos para o SNP CYP2R1-rs2060793 nao mostraram diferencas significativas das

frequéncias genotipicas e alélicas entre os doentes homens e mulheres (Tabela 5).
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Tabela 5- Andlise das frequéncias genotipicas e alélicas dos doentes consoante o género

Homens Mulheres
Polimorfismo G(/?R&tl]go N'l(1% 6)9 er(1% 5)1 95% Cl Valor de
TT 48 (29) 55 (37)
TG 81 (48) 74 (49)
DHCR7 GG 39 (23) 21 (14) 1,85 1,03-3,33 0,04
rs12785878 T 177 (53) 184 (61)
G 159 (47) 116 (39) 1,43  1,04- 1,96 0,03
GG 55 (33) 50 (33)
AG 81 (48) 77 (51)
CYP2R1 AA 33 (20) 23 (15) 1,33 0,75 - 2,38 0,32
rs2060793 G 191 (57) 177 (59)
A 147 (43) 123 (41) 1,11 0,81 - 1,51 0,52
TT 84 (52) 92 (63)
TA 70 (43) 44 (30)
CYP24A1 AA 9 (6) 10 (7) 1,75 1,08 - 2,77 0,02
rs6013897 T 238 (73) 228 (78)
A 88 (27) 64 (22) 1,32 0,91-1,92 0,14

N numero total de individuos; n nimero de individuos; OR odds ratio (usando a primeira
coluna de genotipos ou alelos como referéncia); IC intervalo de confianca;

3.4.5. Andlise do autoanticorpo anti-GAD65

0 autoanticorpo anti-GAD65 é o anticorpo mais frequente no grupo de doentes. Foi avaliada a
existéncia de diferencas das frequéncias genotipicas e alélicas entre o grupo de doentes com
anticorpos anti-GAD65 (N=69) e o grupo de doentes sem estes anticorpos (N=32). Foi
encontrada uma diferenca estatisticamente significativa nas frequéncias genotipicas entre os
grupos para o polimorfismo DHCR7-rs12785878 (p=0,005)), mas a diferenca nao se manteve na
comparacao das frequéncias alélicas(p=0,55). Em relacdo aos restantes polimorfismos em

estudo, nao houve diferencas significativas detectadas (Tabela 6).

Tabela 6- Analise das frequéncias genotipicas e alélicas consoante a presenca ou auséncia do
anticorpo anti-GAD65

Com anti-GAD65 Sem anti-GAD65

. . Genotipo/ n(%) o
Polimorfismo Alelo N=32 (0] 95% Cl Valor de p
)
)
DHCR7 GG 10 (14) 8 (25) 3,57 1,43-9,09 0,005
rs12785878 T 78 (57) 39 (61)
G 60 (43) 25 (39) 1,20 0,65 -2,17 0,55
GG 21 (30) 7 (22)
AG 36 (52) 21 (66)
CYP2R1 AA 12 (17) 4 (12) 0,57 0,24-1,37 0,20
rs2060793 G 78 (57) 35 (35)
A 60 (43) 29 (45) 0,92 0,48-1,75 0,79
TT 36 (55) 19 (61)
TA 25 (38) 11 (35)
CYP24A1 AA 95 (8; ; (3; 2,44 0,27 - 20,0 0,38
rs6013897 T 7(73) 49 (79)
A 35 (27) 13 (21) 1,35 0,66 - 2,78 0,40
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N ndmero total de individuos; n nimero de individuos; OR odds ratio (usando a primeira coluna de
gendtipos ou alelos como referéncia); IC intervalo de confianca;

3.4.6. Andlise do valor de peptideo-C

O parametro clinico do valor de peptideo-C foi também avaliado. O grupo de doentes foi
dividido em doentes com valores de peptideo-C baixos (N=93) e doentes com valores de
peptideo-C normais (N=30) e a comparacdo das frequéncias genotipicas e alélicas entre os
dois grupos foi realizada. Os resultados nao mostram diferencas estatisticamente

significativas entre os dois grupos, para nenhum dos polimorfismos em estudo (Tabela 7).

Tabela 7- Analise das frequéncias genotipicas e alélicas consoante o valor de peptideo-C

Peptideo-C Peptideo-C
Gendtipo baixo normal Valor de
Polimorfismo /Alelo n(%) n(%) OR 95% Cl
N=93 N=30 p
TT 33 (35) 6 (20)
TG 42 (45) 19 (63)
DHCR7 GG 18 (19) 5(17) 0,48 0,20 - 1,11 0,08
rs12785878 T 108 (58) 31 (52)
G 78 (42) 29 (48) 0,77 0,43 - 1,39 0,38
GG 31 (33) 8 (27)
AG 48 (52) 18 (60)
CYP2R1 AA 14 (15) 4 (13) 0,71 0,31-1,64 0,42
rs2060793 G 110 (59) 34 (57)
A 76 (41) 26 (43) 0,89 0,48 - 1,67 0,72
T 54 (60) 16 (53)
TA 32 (36) 11 (37)
CYP24AT AA 4(4) 3 (10) 0,42 0,09 - 2,00 0,29
r<6013897 T 140 (78) 43 (72)
A 40 (22) 17 (28) 0,72 0,37 - 1,41 0,34

N nUmero total de individuos; n nimero de individuos; OR odds ratio (usando a primeira coluna de
gendtipos ou alelos como referéncia); IC intervalo de confianca;

3.4.7. Andlise de coexisténcia de outras doencas autoimunes

Considerando o grupo de doentes, a analise da existéncia de outras patologias autoimunes a
par com a DM1 foi realizada comparando o grupo de doentes com outras doencas autoimunes
(N=56) com o grupo de doentes que apenas apresentam DM1 (N=111). Posteriormente, foram
mais uma vez comparadas as frequéncias genotipicas e alélicas entre os dois grupos. Da
comparacao realizada, nao foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre

os dois grupos, em nenhum dos polimorfismos em estudo (Tabela 8).
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Tabela 8- Analise das frequéncias genotipicas e alélicas consoante a presenca ou auséncia de
outras doencas autoimunes

Com doencas  Sem doencas

autoimunes autoimunes

Polimorfismo Genotipo/ n(%) n(%) 95% Cl Valor de
Alelo
N=111
T 16 (29) 40 (36)
TG 29 (52) 49 (44)
DHCR7 GG 11 (20) 22 (20) 1,41 0,69-2,86 0,33
rs12785878 T 61 (54) 129 (58)
G 51 (46) 93 (42) 1,15 0,74 - 1,81 0,54
GG 17 (30) 41 (37)
AG 32 (57) 51 (46)
CYP2R1 AA 7 (12) 19 (17) 1,56 0,82 - 3,03 0,17
rs2060793 G 66 (59) 133 (60)
A 46 (41) 89 (40) 1,04 0,65-1,67 0,86
T 30 (56) 58 (55)
TA 20 (37) 41 (39)
CYP24A1 AA 4(7) 6 (6) 1,31  0,35-5,00 0,40
r<6013897 T 80 (74) 157 (75)
A 28 (26) 53 (25) 1,04 0,61-1,75 0,89

N numero de individuos total; n niUmero de individuos; OR odds ratio (usando a primeira coluna
de gendtipos ou alelos como referéncia); IC intervalo de confiancga;

3.4.8. Analise de nefropatia Diabética

A analise deste parametro clinico foi levada a cabo através da divisao do grupo de doentes,
em doentes com alteracdes a nivel renal (N=57) e doentes sem alteracoes renais (N=168). A
comparacao das frequéncias genotipicas e alélicas foram realizadas. Desta analise nenhuma
diferenca estatisticamente significativa entre os dois grupos foi encontrada, para nenhum dos

polimorfismos em estudo (Tabela 9).

Tabela 9- Analise das frequéncias genotipicas e alélicas consoante a presenca ou auséncia de
nefropatia diabética

Com Sem
" nefropatia nefropatia
Polimorfismo Ge/’;f’;l‘gw ) ) OR 959 c) ~ valorde
N=57 N=168 P
TT 22 (39) 54 (32)
TG 26 (46) 81 (48)
DHCR7 GG 9 (16) 33 (20) 0,75 0,40 - 1,41 0,38
rs12785878 T 70 (61) 189 (56)
G 44 (39) 147 (44) 0,81 0,53 - 1,25 0,34
GG 16 (28) 59 (35)
AG 32 (56) 82 (49)
CYP2R1 AA 9 (16) 27 (16) 1,39 0,72 - 2,70 0,32
rs2060793 G 64 (56) 200 (60)
A 50 (44) 136 (40) 1,16 0,75- 1,78 0,52
TT 32 (58) 92 (57)
TA 19 (35) 63 (39)
rgggf;’g@ AA 4 (7) 7 (4) 1,72 0,49 - 6,25 0,41
T 83 (75) 247 (76)
A 27 (25) 77 (24) 1,04 0,63 - 1,75 0,87
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N numero total de individuos; n nimero de individuos; OR odds ratio (usando a primeira coluna de
gendtipos ou alelos como referéncia); IC intervalo de confianca;

3.4.9. Andlise de retinopatia diabética

O grupo de doentes foi dividido em dois grupos, o grupo que desenvolveu retinopatia
diabética (N=59) e o grupo que ndo apresenta retinopatia diabética (N=52). Os dois grupos
foram comparados em relacdo as frequéncias genotipicas e alélicas. Obteve-se diferencas
estatisticamente significativas entre os dois grupos quanto as frequéncias genotipicas do SNP
CYP2R1-rs2060793 (p=0,02) e a tendéncia manteve-se para as frequéncias alélicas embora
sem significancia estatistica (p=0,05). Os restantes polimorfismos em estudo ndo mostraram

diferencas significativas para este parametro (Tabela 10).

Tabela 10- Andlise das frequéncias genotipicas e alélicas consoante a presenca ou auséncia de
retinopatia diabética.

Com Sem
" retinopatia retinopatia
Polimorfismo Ge;?;l]gw n(%) n(%) OR 95% Cl Valor de
N=56 N=47 p
TT 20 (36) 13 (28)
TG 30 (54) 23 (49)
DHCR7
rs12785878 66 6 (11) 123 0,39 0,13-1,16 0,08
T 70 (62) 49 (52)
G o () 45 (48) 0,63 035-1,14 0,12
GG 13 (23) 21 (45)
AG 32 (57) 19 (40)
%%';;3 AA 11 (20) 7 (15) 2,70  1,15-6,25 0,02
& G 58 (52) 61 (65)
A 54 (48) 33 (35) 1,75 0,98-3,13 0,05
TT 32 (58) 26 (58)
TA 19 (35) 18 (40)
T AA 4(7) 1(2) 3,45 0,37-333 0,23
> T 83 (75) 70 (78)
A 27 (25) 20 (22) 1,15  0,58-2,22 0,70

N numero total de individuos; n nimero de individuos; OR odds ratio (usando a primeira coluna de
gendtipos ou alelos como referéncia); IC intervalo de confianca;
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4. Discussao e Conclusao

Neste estudo caso-controlo foram estudados trés polimorfismos presentes na proximidade ou
nos genes responsaveis pela codificacdo de trés enzimas essenciais para a sintese (DHCR7-
rs12785878), hidroxilacao (CYP2R1-rs2060793) e catabolismo (CYP24A1-rs6013897) da vit D.
Os genes escolhidos, apesar de estarem identificados como genes candidatos a associacao
com os niveis de vit D e consequentemente com a DM1, estdo pouco explorados pela
comunidade cientifica. Com este estudo pretendemos aprofundar esta possivel associacao e
complementar o estudo ja realizado na populacao portuguesa sobre, a influéncia de variantes
do VDR na DM1 "2, A escolha dos polimorfismos foi baseada na analise dos estudos de
associacao genética, onde foram identificados como polimorfismos candidatos a influenciar a

susceptibilidade genética para a DM1.

O objectivo deste trabalho foi avaliar de que forma os diferentes gendtipos e alelos
influenciam a prevaléncia da DM1 na populacdo portuguesa. De modo a realizar esta analise
foram considerados dois grupos principais, o grupo de doentes DM1 e o grupo controlo.

O grupo de doentes foi composto por 320 doentes DM1 portugueses. Neste grupo foram
analisados varios parametros clinicos com o objectivo de averiguar a existéncia de relacoes

entre os trés polimorfismos em estudo e a patogénese da doenca.

0 grupo controlo contou com 486 individuos portugueses sem historial clinico relacionado com
DM1. Esta amostra da populacao portuguesa nao mostrou desvios significativos no teste de
equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE), sendo assim podemos assumir que nao ocorreram

enviesamentos significativos na nossa populacao controlo.

Apos o recrutamento dos doentes e controlos, os trés polimorfismos foram analisados. Os
polimorfismos em estudo consistiram de trés polimorfismos de nucledtido Unico (SNP - single
nucleotide polymorphism), ou seja, resultantes da troca de apenas um nucledtido por outro,
numa determinada sequéncia gendémica. Os trés SNP’s localizam-se em zonas ndo codificantes
dos genes das respectivas enzimas, assim, a sua existéncia nao afecta a estrutura ou a
sequéncia da enzima. No entanto, a presenca destes polimorfismos em zonas nao codificantes
pode causar alteragcdes ao nivel da expressao do gene, afectando assim a quantidade de
enzima disponivel. Alteracbes no funcionamento das enzimas DHCR7, CYP2R1 e CYP24Af1
podem afectar os niveis de vit D que, por sua vez, se relacionam com a susceptibilidade

genética para a DM1.

Numa primeira analise, comparamos a distribuicao dos genodtipos e alelos entre o grupo de
doentes e o grupo de controlos. A distribuicao dos genotipos e alelos observada para os SNP’s
DHCR7-rs12785878 e CYP24A1-rs6013897 nao foi significativamente diferente entre os doentes
e controlos. Os estudos do polimorfismo CYP24A1-rs6013897 tém apresentado resultados
discrepantes, consoante a populacao de estudo, sendo necessario a replicacao de estudos

desta variante de modo a esclarecer os diferentes resultados obtidos. No caso da variante
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DHCR7-rs12785878 (T>G), estd identificada em diferentes populacdes a sua associacao
significativa com os niveis de vit D 38124 sendo o alelo G considerado de risco uma vez que
esta associado a menores niveis de vit D, aumentando a susceptibilidade genética para a DM1.
Esta associacdo nao se verificou para a populacao portuguesa aqui em estudo, indo ao

encontro dos resultados obtidos na populacao dinamarquesa .

No que diz respeito ao SNP CYP2R1-rs2060793 (G>A), este mostrou uma associacao
estatisticamente significativa com a susceptibilidade genética para a DM1 na populacao
portuguesa. O alelo A é significativamente (p=0,03) mais frequente no grupo de doentes,
assim como o genotipo AA (p=0,02). Da analise realizada concluimos que o genétipo AA, sob o
modelo hereditario autossomico recessivo, confere aos seus portadores um risco,
aproximadamente, de 1,6 vezes maior (OR 1,61; 95% IC 1,06-2,44) de vir a desenvolver DM1.
O efeito desta variante sobre o risco para a DM1 pode estar a ser mediado através de
alteracbes ao nivel da taxa de transcricdo do gene CYP2R1, levando a alteracbes na via de
metabolismo da vit D culminando, possivelmente, em menores niveis de vit D circulantes, por
sua vez directamente associados ao aumento do risco para a DM1. Os nossos resultados vao ao
encontro dos obtidos na maioria das populacdes e estudos de associacao genética em que esta
variante foi analisada 061124 reforcando a hipotese de que a variante em causa influencia a
susceptibilidade genética para a DM1. No entanto, nem todos os estudos identificaram tal
associacdo, como € o caso de um estudo dinamarqués '° e dos resultados obtidos para a
populacdo de Pequim '"7. Estes resultados contraditorios podem ser explicados a luz das
diferencas étnicas existentes, ou no caso de serem observados entre populacoes
geneticamente semelhantes, podem dever-se a variabilidade dos factores ambientais. Quando
aplicado o ajuste do valor de p para género e idade as diferencas encontradas mantém-se,
mas desaparecem com a aplicacao da correccao para comparagdes multiplas, a correccao de

Bonferroni.

Apds a comparacao entre doentes e controlos, avaliamos a relacao entre os gendtipos/alelos
dos SNP’s em estudo e alguns dos parametros clinicos da DM1, de modo a esclarecer se existe

algum parametro clinico que seja influenciado por estas variantes.

A DM1 manifesta-se caracteristicamente em criancas e jovens e tem vindo a manifestar-se
cada vez mais cedo ¢. Sendo que, quanto mais cedo a doenca se manifesta mais agressiva e
rapida é a sua evolucao 2?'. Assim, a analise da idade de diagnostico € um parametro de
interesse pois a identificacdo de variantes relacionadas com a idade de diagnéstico seriam
optimos biomarcadores preditivos da evolucdo da doenca. De modo realizar a analise da idade
de diagnéstico, o grupo de doentes foi dividido em dois grupos consoante a idade do doente
na altura do diagndstico fosse maior ou menor do que 18 anos, o limite da idade pediatrica. A
maioria dos doentes foram diagnosticados com DM1 antes dos 18 anos, como esperado. Nao
encontramos diferencas significativas entre os dois grupos para os polimorfismos CYP2R1-
rs2060793 e CYP24A1-rs6013897 sugerindo que estas variantes nao influenciam a idade de
diagnostico da DM1. Por outro lado, encontramos uma ligeira diferenca para o polimorfismo

DHCR7-rs12785878 (T>G), surpreendentemente o alelo T é significativamente (p=0,04) mais
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frequente no grupo com idade de diagnostico inferior ou igual a 18 anos, assim como o
genotipo TT. Os resultados obtidos sugerem que a presenca deste alelo esta associada com a
manifestacao precoce da doenca e por outro lado o alelo G, o menos frequente na populacao
geral, parece ter um efeito protector (OR 0,68; 95% IC 0,45-0,99) contra a manifestacao
precoce da DM1. Esta associacao deixa de ser observada apds a correccao do nivel de
significancia para comparagdes multiplas, no entanto, seria interessante averiguar esta
relacdo numa populacdo de estudo maior com especial interesse na comparacao entre
criancas DM1 e adultos DM1/LADA (Diabetes Autoimune Latente dos Adultos). De modo a
perceber se o SNP DHCR7-rs12785878 pode funcionar como biomarcador genético de
identificacdo de doentes diabéticos LADA, evitando o diagnéstico errado de DM2 nestes

doentes.

O grupo de doentes foi dividido consoante o género (Masculino vs. Feminino) e as
distribuicoes genotipicas e alélicas foram comparadas. De forma geral, a comunidade
cientifica nao reporta diferencas significativas na taxa de incidéncia da DM1 entre homens e
mulheres, ao contrario do que acontece para outras doencas autoimunes (tiroidite autoimune,
esclerose multipla, etc.) em que as mulheres apresentam uma maior predisposicdo para
desenvolver a doenca do que os homens. No entanto, se os dados forem analisados tendo em
conta a idade de diagnédstico, observamos que o diagnostico de DM1 é duas vezes mais comum
em homens do que em mulheres, apos os 15 anos de idade '%, sugerindo que a DM1 se
manifesta tendencialmente mais tarde nos homens do que nas mulheres. Da comparacao das
frequéncias genotipicas e alélicas entre homens e mulheres com DM1 na nossa populacao, nao
foram encontradas diferencas para o polimorfismo CYP2R1-rs2060793. No caso do
polimorfismo DHCR7-rs12785878 (T>G) observamos que o alelo G é mais frequente nos
homens do que nas mulheres (p=0,03), assim como o gendtipo GG (p=0,04). Sugerindo que
homens portadores do alelo G tém um risco (OR 1,43; 95%IC 1,04-1,96) superior de
desenvolver DM1 do que as mulheres portadoras deste alelo, indo ao encontro da leve
diferenca da taxa de incidéncia da DM1 identificada entre géneros. As diferencas encontradas
nao se confirmam apos o ajuste do valor de p para comparacdes multiplas. O mesmo acontece
para a diferenca significativa (p=0,02) encontrada apenas na distribuicao dos gendtipos do
SNP CYP24A1-rs6013897 (T>A), onde o genotipo heterozigotico TA parece aumentar a

susceptibilidade para a DM1 nos homens, quando comparado com as mulheres.

0 anticorpo anti-GADé65 é o anticorpo mais comum na populacao de doentes em estudo, e por
isso foi realizada a comparacao entre os doentes com o anticorpo anti-GAD65 e os doentes
sem este anticorpo. Os resultados mostram diferencas significativas apenas para a
distribuicao dos genotipos referentes ao polimorfismo DHCR7-rs12785878 (T>G). Sendo que, o
genotipo heterozigotico TG é significativamente (p=0,005) mais frequente entre os doentes
com anti-GAD65, mesmo ap6s a aplicacdo da correccdo para comparacdes multiplas.
Surpreendentemente, ambos os gendtipos homozigoticos sao mais frequentes nos doentes sem
este anticorpo. Esta observacao sugere que esta variante em heterozigotia promove o
desenvolvimento do anticorpo anti-GAD65 (OR 3,57; 95%IC 1,43 - 9,09). No entanto, para a
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correcta interpretacao destes resultados, deveriamos ter em conta os gendtipos HLA classe |l
uma vez que além da variabilidade nestes genes contribuir com 50% para a susceptibilidade

genética a DM1, o gendtipo HLA relaciona-se com o aparecimento dos autoanticorpos °.

O valor de peptideo-C também foi avaliado uma vez que, um valor de peptideo-C doseavel
indica a existéncia de funcao residual das células B. Ao longo do tempo a funcéo das células B
vai decaindo assim como, o valor de peptideo-C por isso, este € um parametro que esta
directamente associado com a duracao e progressao da doenca. Por norma, na altura do
diagnostico cerca de 90% das células B estao destruidas associando-se a um valor de peptideo-
C baixo/indoseavel. No nosso grupo de doentes observamos que a maioria apresenta valores
de peptideo-C baixos, tal como era esperado. A comparacao desse grupo de doentes com os
doentes com valores de peptideo-C normais ndao mostrou diferencas estatisticamente
significativas, sugerindo que estes polimorfismos ndo tém um papel relevante na prevencao

da destruicao das células B, logo, na manutencéo dos niveis de peptideo-C.

Os baixos niveis de vit D tém sido associados com a manifestacdo de diferentes doencas
autoimunes, entre elas a DM1. A identificacaio do papel da vit D como potente
imunomodelador foi o ponto de partida para muitas das associacées encontradas.
Posteriormente foram identificadas variantes na via de metabolismo da vit D que se
mostraram associadas com um risco superior de desenvolver doencas autoimunes especificas.
Nesse sentido, os gendtipos e alelos dos doentes que além da DM1 manifestavam outra doenca
autoimune foram comparados com os dos doentes que apenas apresentavam DM1. Os
resultados observados nao mostram diferencas significativas entre os dois grupos, para
nenhum dos trés SNP’s estudados, sugerindo que estas variantes ndao estdo directamente
associadas com o desenvolvimento do processo autoimune. A falta de associacao entre o
polimorfismo DHCR7-rs12785878 e o desenvolvimento do processo autoimune contraria os
resultados do estudo DAISY '8 que associaram a presenca desta variante com os niveis de vit
D e com o aparecimento de autoanticorpos, sugerindo um efeito directo deste SNP no

desencadear do processo autoimune da DM1.

A duracdo da DM1 e a hiperglicemia persistente associada ao mau controlo metabolico do
doente, sao factores de risco que promovem o desenvolvimento de comorbilidades como a
retinopatia diabética, a nefropatia diabética e a neuropatia diabética. Esta Ultima nao foi
alvo de andlise. A presenca de retinopatia e nefropatia foram analisadas através da
comparacao entre os doentes que desenvolveram a comorbilidade e os doentes que nao a
desenvolveram até a data de colheita da amostra sanguinea. Através desta comparacao
pretendemos avaliar se existe alguma associacao entre algum genoétipo/alelo com o risco de
desenvolver determinada complicacao associada a DM1. Apesar de existirem estudos que
relacionam o défice de vit D com a presenca de macroalbuminuria em doentes DM1 26 a
analise da incidéncia de nefropatia diabética consoante a distribuicdo dos genoétipos/alelos
dos polimorfismos em estudo, nao mostrou diferencas estatisticamente significativas para
nenhum dos polimorfismos. O resultado obtido sugere que as variantes em estudo nao

afectam o risco de desenvolver nefropatia diabética. Relativamente a retinopatia diabética,

38



observamos diferencas estatisticamente significativas na distribuicdo dos genotipos do SNP
CYP2R1-rs2060793 (G>A), entre o grupo com retinopatia e o grupo sem retinopatia. Sendo, o
genotipo AA significativamente (p=0,02) mais frequente nos doentes com retinopatia e por
outro lado o genotipo GG mais frequente nos doentes sem retinopatia. O mesmo acontece em
relacao a distribuicao alélica (p=0,05), sugerindo que um doente DM1 portador do alelo A tem
maior probabilidade (OR 1,75; 95% IC 0,98-3,13) de vir a desenvolver retinopatia diabética, do
que portadores do alelo G. A descoberta de que o VDR é amplamente expresso nas células da
retina humana despertou a investigacao sobre o papel da vit D no desenvolvimento da
retinopatia diabética. Estudos em culturas de células e modelos animais, reportam efeitos
protectores do calcitriol sobre o desenvolvimento da retinopatia, através da inibicao da
inflamacdo e da inibicdo da proliferacdao das células endoteliais da retina e da
neovascularizacao '?. Por outro lado, estudos epidemioldgicos observaram que doentes DM1
deficientes em vit D tém uma prevaléncia de retinopatia diabética significativamente superior
a observada em doentes com niveis de vit D normais 2, mostrando ainda que, o défice de vit
D esta associado com o aumento da severidade da retinopatia. Ao nivel de estudos genéticos,
dois dos polimorfismos mais estudados do VDR (Fokl e Taql) mostraram associacao com a
incidéncia da retinopatia diabética '?'3°, Posto isto, os nossos resultados sugerem que o SNP
CYP2R1-rs2060793 também esta envolvido na predisposicdo para a retinopatia diabética,
sendo importante a confirmacdo desta associacao através da replicacdo do estudo em
populacdes diferentes e de maiores dimensées. Nenhuma diferenca foi encontrada em relacao

aos restantes dois polimorfismos.

A principal limitacao dos estudos caso-controlo assenta no tamanho da populacao em estudo e
0 nosso nao € excepcao, sendo de extrema importancia a confirmacao das associacoes
detectadas em novos estudos com populacdes mais numerosas. Outro parametro que seria
interessante adicionar as analises realizadas seria os niveis de vit D, através da medicao dos
niveis de calcidiol (25(0H)Ds) na altura do diagnostico da DM1. No entanto, este parametro
nao é relevante do ponto de vista clinico e ndo é solicitado pelos profissionais de saude.
Alguns dos parametros clinicos em estudo, estdao directamente associados com a duracao da
doenca (anticorpos, peptideo-C, retinopatia diabética e nefropatia diabética), factor que nao

foi tido em conta nas analises estatisticas realizadas.

Concluindo, o nosso estudo sugere que o polimorfismo rs2060793 (G>A) presente no gene da
enzima CYP2R1 esta significativamente associado com a taxa de incidéncia da DM1 na
populacao portuguesa. As nossas descobertas sugerem também que esta variante influencia o
desenvolvimento da retinopatia diabética, uma das complicacdes mais comuns associadas a
DM1. Por outro lado, os polimorfismos DHCR7-rs12785878 e CYP24A1-rs6013897 parecem nao
afectar a susceptibilidade genética para a DM1 na populacdo portuguesa. No entanto, os
resultados obtidos para o polimorfismo DHCR7-rs12785878 sugerem a existéncia de
associacoes com parametros clinicos como a idade de diagnostico, género e sobretudo o
aparecimento do anticorpo anti-GAD65. As nossas descobertas reforcam a existéncia de um

papel relevante de polimorfismos presentes nos genes da via de metabolismo da vit D, sobre a
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susceptibilidade genética para a DM1, podendo contribuir para a melhor compreensao da

patogénese da DM1 e do papel da vit D no desenvolvimento do processo autoimune associado.
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