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ABSTRACT

Introduction: Vitamin D has pleiotropic actions on many chronic diseases. The
expression of the VDR (vitamin D receptor) in various cells of the immune system
strengthens the possible influence of vitamin D on autoimmune diseases. Genetic
polymorphisms located in VDR gene may determine changes in the mechanisms of
action of vitamin D, but with results still unknown. The Bsml VDR polymorphism was
associated with systemic lupus erythematosus (SLE) in Asian patients. Studies with SLE
patients in Brazil have not been conducted.

Objectives: To investigate the possibility of Bsml and Fokl polymorphisms of VDR gene
causing increased risk for development of SLE and to evaluate the possible association
of these polymorphisms with clinical and laboratory manifestations of the disease. To
determine serum levels of 25-hydroxyvitamin D [25(OH)D)] in patients and to investigate
the possible association of their concentrations with the studied polymorphisms and
clinical and laboratory expressions of SLE.

Materials and methods: Case-control study involving 195 SLE patients and 201
healthy controls from the same geographical area. The Bsml and Fokl polymorphisms of
VDR gene were studied. Serum 25(OH)D levels were measured in the cases.
Genotyping was performed by Restriction Fragment Length Polymorphism-Polymerase
Chain Reaction (RFLP-PCR), using primers and restriction enzymes specific for each
polymorphism. The measurement of 25(OH)D was performed by chemiluminescence.
The clinical and laboratory data were collected from medical records.

Results: There was no statistically significant difference in genotypic and allelic

frequencies of Bsml and Fokl polymorphisms among European-derived cases and
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controls. There was no association between clinical and laboratory features in SLE
patients and the studied polymorphisms. The mean serum levels of 25(OH)D were
25.51+11.43 ng/ml in SLE patients. When patients were classified according to vitamin
D status, the following distribution was observed: 55 (30.4%) had normal (=30 ng/ml), 63
(34.8%) insufficient (20-30 ng/ml), 52 (28.7%) deficient (<20 ng/ml) and 11 (6,1%)
critically low serum levels (<10 ng/ml). Fifty six percent of patients with deficiency
received at least 800 IU of vitamin D per day. Based on genotype distribution, 25(OH)D
levels were significantly higher in patients carrying the f/f genotype, when compared to
patients carrying the F/F genotype (31.6+14.1 ng/ml versus 23.0+9.2 ng/ml, p=0.004).
Vitamin D levels were not associated with clinical and laboratory features of SLE.

Conclusions: The Bsml and Fokl polymorphisms did not present association with SLE
in our European-derived studied patients. The Fokl polymorphism showed significant
influence on 25(0OH)D levels, reinforcing its role in functional activity of VDR. This finding
may be considered in future clinical and experimental studies involving vitamin D
measurements. Serum concentrations of 25(OH)D required to maintain optimal
musculoskeletal, cardiovascular and immune health should be individualized for each
patient and new guidelines about vitamin D supplementation may have to take into
consideration the individual genetic background. Genetic-specific definitions of ideal

levels of vitamin D in SLE should therefore be established in future studies.

Keywords: systemic lupus erythematosus, vitamin D receptor, Bsml polymorphism,

Fokl polymorphism, vitamin D, 25-hydroxyvitamin D, genetics and immunology.
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RESUMO

Introducdo: A vitamina D tem acdes pleiotropicas em muitas doencas crbnicas. A
expressao do receptor da vitamina D (VDR - vitamin D receptor) em diversas células do
sistema imune reforca a possivel influéncia da vitamina D nas doencas autoimunes.
Polimorfismos genéticos localizados no gene VDR podem determinar alteracdes nos
mecanismos de acao da vitamina D, porém com resultados ainda pouco conhecidos. O
polimorfismo Bsml do gene VDR foi associado com lapus eritematoso sistémico (LES)
em pacientes asiaticos. Estudos com pacientes lUpicos no Brasil ainda nédo foram
realizados.

Objetivos: Investigar a possibilidade dos polimorfismos Bsml e Fokl do gene VDR
aumentarem o risco para o desenvolvimento do LES e avaliar a possivel associacao
destes polimorfismos com manifestacdes clinicas e laboratoriais da doencga. Determinar
0s niveis séricos da 25-hidroxivitamina D [25(OH)D)] nos pacientes e investigar a
possivel associacdo das suas concentracfes com 0s polimorfismos estudados e
expressdes clinicas e laboratoriais do LES.

Materiais e métodos: Estudo caso-controle envolvendo 195 pacientes com LES e 201
controles saudaveis da mesma area geografica. Foram pesquisados os polimorfismos
Bsml e Fokl do gene VDR. Os niveis séricos da 25(0OH)D foram dosados nos casos. A
genotipagem foi realizada por Restriction Fragment Length Polymorphism-Polimerase
Chain Reaction (RFLP-PCR), usando primers e enzimas de restricdo especificas para
cada polimorfismo. A dosagem da 25(OH)D foi realizada por quimioluminescéncia. Os

dados clinicos e laboratoriais foram coletados dos prontuarios.
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Resultados: N&o houve diferenca estatisticamente significativa nas frequéncias
genotipicas e alélicas dos polimorfismos Bsml e Fokl entre casos e controles
eurodescendentes. Nao houve associacdo entre as manifestacbes clinicas e
laboratoriais do LES e os polimorfismos estudados. Os niveis séricos médios da
25(0OH)D foram de 25,51+11,43 ng/ml nos pacientes com LES. Quando os pacientes
foram classificados pelo estado de vitamina D, a seguinte distribuicao foi observada: 55
(30,4%) normais (=30 ng/ml), 63 (34,8%) insuficientes (20-30 ng/ml), 52 (28,7%)
deficientes (<20 ng/ml) e 11 (6,1%) com niveis criticamente baixos (<10 ng/ml).
Cingquenta e seis por cento dos pacientes com deficiéncia estavam usando pelo menos
800 UI de vitamina D por dia. Baseada na distribuicdo genotipica, a concentracdo da
25(0OH)D foi significativamente maior nos pacientes com genoétipo f/f, quando
comparados com 0s pacientes com genoétipo F/F (31,6+14,1 ng/ml versus 23,0+9,2
ng/ml, p=0,004). Niveis de vitamina D ndo foram associados com aspectos clinicos e
laboratoriais do LES.

Conclusdes: Os polimorfismos Bsml e Fokl ndo apresentaram associagdo com LES
Nnos Nnossos pacientes eurodescendentes estudados. O polimorfimo Fokl mostrou
influéncia significativa nos niveis da 25(OH)D, o que reforca o papel deste polimorfismo
na atividade funcional do VDR. Este achado poderia ser considerado em futuros
estudos clinicos e experimentais envolvendo dosagem da vitamina D. A concentracao
da 25(0OH)D necessaria para manter o bom funcionamento do sistema
musculoesquelético, cardiovascular e imunoldgico deveria ser individualizada para cada
paciente e novas orientagdes sobre a suplementagao de vitamina D poderiam ter que

levar em consideracdo a ancestralidade genética. Assim, estudos adicionais sao
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necessarios para estabelecer definicbes dos niveis ideais de vitamina D geneticamente

especificados.

Palavras-chave: lGpus eritematoso sistémico, receptor da vitamina D, polimorfismo

Bsml, polimorfismo Fokl, vitamina D, 25-hidroxivitamina D, genética e imunologia.
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1 INTRODUCAO

A suscetibilidade ao desenvolvimento do IUpus eritematoso sistémico (LES) esta
relacionada a fatores ambientais, hormonais, genéticos e imunoldgicos. Inumeros
genes tém sido relacionados com o surgimento do LES, incluindo o gene VDR (vitamin
D receptor - receptor da vitamina D) que sintetiza o receptor da vitamina D. Varios
polimorfismos tém sido descritos desde a descoberta deste gene. Os mais comumente
estudados foram os polimorfismos Fokl, Bsml, Apal e Taqgl, entretanto seus efeitos na
atividade do VDR ainda séo pouco entendidos. As fun¢des bioldgicas da vitamina D sé&o
mediadas pelo VDR. A vitamina D exerce inUmeras a¢cdes sobre o sistema imunoldgico
e diversos estudos tém sugerido sua influéncia na patogénese de doencas autoimunes.
Quando comparados com controles saudaveis, pacientes com LES apresentam baixos
niveis séricos de vitamina D, o que suscita a possibilidade de associacdo entre a
deficiéncia desta vitamina e o surgimento da doenca. Os polimorfismos Fokl e Bsmi
permanecem ainda pouco estudados no LES, tendo sido detectada evidéncia de que o
alelo B do polimorfismo Bsml pode estar associado ao surgimento da doenca em
pacientes asiaticos. Os estudos ainda ndo avaliaram de forma concomitante os
polimorfismos do gene VDR, niveis séricos de vitamina D e expressoes fenotipicas da
doenca em uma mesma populacdo. Neste contexto, o objetivo do presente estudo foi
avaliar a frequéncia alélica e genotipica dos polimorfismos Fokl e Bsml do gene VDR
em pacientes com diagndstico de LES, comparando-os com controles saudaveis. Além
disso, 0s niveis séricos da 25(0OH)D foram dosados nos casos, buscando encontrar
possiveis associagcdes com os polimorfismos estudados e com expressées clinicas e

laboratoriais da doenca.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO (LES)
2.1.1 Conceito do LES

O LES é uma doenca autoimune sistémica caracterizada pela producédo de
autoanticorpos, formacédo e deposicdo de imunocomplexos, inflamacdo em diversos
orgaos e dano tecidual. A etiologia do LES permanece ainda pouco conhecida, porém
sabe-se da importante participacdo de fatores hormonais, ambientais, genéticos e
imunologicos para o surgimento da doenca. As caracteristicas clinicas sdo polimoérficas
e a evolucdo costuma ser crénica, com periodos de exacerbacéo e remissédo. A doenca
pode cursar com sintomas constitucionais, artrite, serosite, nefrite, vasculite, miosite,
manifestacbes mucocutaneas, hemocitopenias imunoldgicas, diversos quadros
neuropsiquiatricos, hiperatividade reticuloendotelial e pneumonite. Diante disto,
convencionou-se realizar seu diagndéstico através de achados clinicos e laboratoriais,
conforme o0s critérios de classificacdo propostos pelo American College of

Rheumatology (ACR) em 1982 e revisados em 1997, detalhados no anexo | (1-3).

2.1.2 Epidemiologiado LES

A incidéncia do LES em diferentes locais do mundo € de aproximadamente 1 a
22 casos para cada 100000 pessoas por ano. A prevaléncia pode variar de 7 a 160
casos para cada 100000 pessoas (4-7). Estudos epidemiolégicos envolvendo o LES
sdao complexos devido a diversidade de apresentacdes clinicas da doencga,

dependéncia de critérios de classificacdo para definicdo do diagnéstico e baixa
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frequéncia na populacdo. A variabilidade genética entre os povos e o local onde é
conduzido o estudo influenciam nos resultados epidemioldgicos referentes a doenca. A
prevaléncia do LES na populagcdo norte-americana é de cerca de 40 a 50 casos para
cada 100000 pessoas (4) e estimativas de incidéncia variam aproximadamente de 2 a 8
casos para cada 100000 pessoas por ano (8). Nos ultimos 40 anos, devido
provavelmente a deteccdo mais precoce da doencga, houve um aumento da incidéncia
na ordem de até trés vezes (8-10). Estudo epidemiolégico incluindo os Estados Unidos,
Asia, Europa, Martinica e Austrélia revelou uma variac¢do de incidéncia de 1 a 32 casos
para cada 100000 pessoas por ano. A prevaléncia neste estudo foi maior nos paises
europeus, quando comparados com os Estados Unidos. Dentre os paises europeus,
Espanha, Itdlia e Franca foram os que tiveram maior prevaléncia da doenca (11).
Estudo no nordeste do Brasil estimou uma incidéncia de LES em torno de 8,7 casos
para cada 100000 pessoas por ano. Nas mulheres esta estimativa foi de 14 casos para
cada 100000 pessoas por ano e nos homens foi de 2,2 casos para cada 100000
pessoas por ano. O pico de incidéncia ocorreu em mulheres entre 35 e 39 anos, com

32,7 casos para cada 100000 mulheres por ano (12).

O LES é mais comumente visto em mulheres durante a idade reprodutiva, com
uma razdo de aproximadamente 9 mulheres para cada 1 homem. Em criancas, esta
razdo € de 3:1; em adultos jovens chega a 15:1 e nos individuos com maior idade,
novamente tende a ser menor, em torno de 8:1. Este fato é atribuido principalmente a
fatores hormonais (13, 14). Nos Estados Unidos, mulheres afrodescendentes
apresentam maior prevaléncia de LES (15). A incidéncia ajustada para sexo e raca para

cada 100000 pessoas por ano é cerca de 0,4 para homens eurodescendentes, 3,5 para
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mulheres eurodescendentes, 0,7 para homens afrodescendentes e 9,2 para mulheres
afrodescendentes (16). Em geral, o surgimento da doenca ocorre entre 16 e 55 anos
em 65% dos casos, abaixo dos 16 anos em 20% e acima dos 55 anos em 15% dos

casos (17, 18).

A sobrevida nos pacientes com LES tem melhorado muito nos ultimos anos. Na
década de 50, a sobrevida média em cinco anos era de 50%, enquanto na ultima
década, a sobrevida média em dez anos alcancou 80 a 90% (19-24). Véarios fatores
contribuiram para isso, principalmente o diagndstico inicial da doenca, o melhor
entendimento da sua fisiopatologia e as melhores condicbes de tratamento, com
otimizacdo do uso de glicocorticéides e drogas imunossupressoras, antibioticoterapia,
suporte dialitico, transplante renal e melhor manejo dos fatores de risco
cardiovasculares (21, 22, 25-27). Entretanto, a mortalidade permanece cerca de trés a
cinco vezes maior em relacdo a populacao geral (28). O progndstico do LES tende a ser
menos favoravel em afrodescendentes, quando comparado com eurodescendentes,
assim como em populacées com baixo nivel socioeconémico e em criancas de um
modo geral (17, 29, 30). Nas criancas, a doenca costuma ser mais grave, havendo
maior incidéncia de manifestacbes cutaneas, glomerulonefrite, pericardite,
hepatoesplenomegalia e alteracdes hematologicas (17, 31). Nos homens, o diagndstico
€ mais tardio e a mortalidade dentro do primeiro ano da doenga é maior (32), havendo
maior incidéncia de acometimento renal, manifestacdes cutaneas, citopenias, serosite,
envolvimento neurologico, trombose, doenca cardiovascular e hipertensédo arterial
sistémica (HAS), quando comparados com as mulheres (33). Nos idosos, 0 surgimento

e a evolucdo da doenca assemelham-se ao lupus induzido por drogas, com maior
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prevaléncia de sindrome sicca, serosite, envolvimento pulmonar e manifestacdes
musculoesqueléticas. Ha menor frequéncia de acometimento neuroldgico e renal nestes

pacientes, no entanto, a doenca cursa com diminuicdo da sobrevida (34-36).

A mortalidade no LES segue um padréo bimodal (37). Nas fases iniciais, deve-se
a atividade da doenca, especialmente quando ha envolvimento renal e do sistema
nervoso central e ao maior risco de infecgdes graves decorrentes da imunossupressao.
Dados de um estudo brasileiro mostraram que até 58% das mortes nos pacientes com
LES resultaram de infec¢cdes (38). Nas fases avancadas, resulta de complicacdes da
prépria doenca e do tratamento, sendo a enfermidade -cardiovascular um dos

importantes fatores de morbidade e mortalidade nestes pacientes (23, 25-27, 39, 40).

2.1.3 Etiologia e patogénese do LES

A etiologia e a patogénese do LES sdo complexas e permanecem ainda pouco
conhecidas, mas provavelmente envolvem mudltiplos fatores, especialmente genéticos,
imunoldgicos, hormonais e ambientais. O dano tecidual e o acometimento de 6rgaos e
sistemas podem estar relacionados a presenca de autoanticorpos patogénicos e
imunocomplexos. No LES, observa-se ativacdo da imunidade inata e adaptativa, com a
participacdo de receptores toll-like (TLR — toll-like receptors) 7 e 9 no reconhecimento
de autoantigenos derivados do acido ribonucléico (RNA - ribonucleic acid) e
desoxirribonucléico (DNA — deoxyribonucleic acid), respectivamente, provenientes de
células apoptéticas, e o envolvimento de células B e T ativadas a partir da interacdo
com estes autoantigenos (41). A resposta imune anormal que permite a persisténcia de

células B e T patogénicas, também aumenta o processamento de autoantigenos pelas
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células apresentadoras de antigenos, ocasiona hiperativacdo linfocitaria e determina
falha nos mecanismos imunorregulatérios que poderiam interromper este processo.

A predisposicdo ao LES tem sido relacionada a heranca de determinados genes
e ndo segue um modelo monoalélico. Estudos mostraram altas taxas de concordancia
para a doenca em gémeos monozigoéticos, que podem variar de 24 a 56%, enquanto
gue nos dizigbticos ou nos irmaos ndo gémeos nao ultrapassa 2 a 5% (42, 43). Cinco a
12% dos familiares de pacientes com LES poderao ter a doenca, 0 que representa um
risco 100 vezes maior do que a populacdo geral (44). Criancas nascidas de maes com
LES tém fator antinuclear positivo em cerca de 27% dos casos, sem necessariamente
desenvolver quadro clinico compativel com a doenca (45). Deficiéncias geneticamente
herdadas de componentes do complemento (C1lg, C4A e B e C2) e a mutacao do gene
gue sintetiza a exonuclease 3'-5' envolvida no metabolismo e depuracdo do DNA
(TREX1 — three-prime repair exonuclease, anteriormente conhecida como DNaselll),
apesar de raramente encontradas, sao fatores genéticos fortemente associados com o
desenvolvimento do LES (46, 47). O encontro de outras doengas autoimunes em
familiares de pacientes com LES e sua associacdo com alguns distlrbios
geneticamente determinados, também reforcam a importancia da predisposicao
genética para o surgimento da doenca. A combinacdo de fatores genéticos, tanto a
presenca de genes de suscetibilidade, quanto a auséncia de genes de protecao,
determina risco suficiente para o desencadeamento da doenca.

Outros marcadores de suscetibilidade genética tém sido descritos em pacientes
com LES. A contribuicédo isolada de cada um deles no desenvolvimento da doenca é
pequena, geralmente com risco inferior a 2 ou 3 vezes (48). Estudo de associacao

global do genoma humano identificou entre 30 e 40 polimorfismos genéticos que podem
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predispor ao LES (49). Dentre os alelos do complexo maior de histocompatibilidade
(MHC — major histocompatibility complex), destacam-se o antigeno leucocitario humano
(HLA — human leukocyte antigen) DR2, DR3, DR8 e, recentemente, o HLA-G (50, 51).
Polimorfismos genéticos de suscetibilidade podem influenciar a depuracdo de
imunocomplexos e células apoptéticas através da alteracdo de componentes do
sistema complemento, como os descritos anteriormente (Clg, C4A e B e C2) e
também outros, tais como a lectina ligadora da manose (MBL — mannose-binding
lectin), receptores Fc gama IIA (FcyRIIA — Fc gamma receptor 11A), IIIA (FcyRINIA — Fc
gamma receptor Il1A), 11IB (FcyRIIIB — Fc gamma receptor 11IB), proteina C-reativa (CRP
— C-reactive protein) e integrina alfa M (ITGAM - integrin alpha M) (46, 52-60). Ha
variantes alélicas encontradas nos genes PTPN22 (protein tyrosine phosphatase non-
receptor 22), OX40L (OX40 ligand, também conhecida como glicoproteina 34 kDa),
PD1 (Programmed death 1), BANK1 (B cell scaffold protein with ankyrin repeats), LYN
(Src family of protein tyrosine kinase) e BLK (B lymphoid tyrosine kinase) que afetam a
sinalizacdo de linfécitos, resultando em mudancas na ativagdo, supressao e sobrevida
das células B e T (61-65). H& estudos com polimorfismos cuja influéncia se da através
de alteracdes envolvendo a imunidade inata, dentre eles, os que sao encontrados nos
genes IRF5 (interferon regulatory factor 5), STAT4 (signal transducer and activator of
transcription 4), IRAK1 (interleukin 1 receptor associated kinase 1), TNFAIP3 (tumor
necrosis factor alpha induced protein 3) e SPP1 (secreted phosphoprotein 1), os quais
estdo associados com niveis elevados de interferon-alfa (IFN-a), uma importante
citocina envolvida na fisiopatogenia do LES (66-72). O alelo B do polimorfismo Bsml do
gene que sintetiza o receptor da vitamina D (VDR - vitamin D receptor) mostrou

significante associacdo com LES em pacientes asiaticos (73). O alelo nulo do gene
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GSTM (glutathione S-transferase M), responsavel pela metabolizacdo de radicais livres
decorrentes do estresse oxidativo causado pela radiacéo ultravioleta B (UVB) na pele,
associou-se com maior risco de desenvolver LES, em populacdo de origem
eurodescendente (74). Todos estes marcadores genéticos sdo encontrados de maneira
muito variada em diferentes populacfes, especialmente os que se relacionam com o
MHC, sendo alguns mais ou menos frequentes, de acordo com a etnia. A influéncia
genética destes fatores potencialmente pode alterar a regulacdo imune, a degradacéo
de proteinas, o transporte de peptideos através da membrana celular, a cascata do
complemento, o funcionamento do sistema reticuloendotelial, a producdo de
imunoglobulinas, a apoptose e a producao e liberacdo de horménios (75).

Os hormoénios tém funcéo imunorregulatéria e alteracdes em suas concentracdes
podem ter papel na patogénese do LES, influenciando na incidéncia e no curso clinico
da doenca (76, 77). O estrogénio estimula timécitos, linfécitos T CD8+ e CDA4+,
linfécitos B, macréfagos, liberacdo de citocinas e a expressdo de moléculas do HLA,
tanto de classe I, quanto de classe Il e moléculas de adeséo endotelial, além de reduzir
a apoptose de linfécitos B ativados (78, 79). Os androgénios evidenciam efeito
imunossupressor (80). O desequilibrio entre os niveis de estrogénio e androgénio
parece influenciar a resposta imune. Isto justificaria, em parte, o0 maior nimero de casos
de LES em mulheres na idade reprodutiva e em individuos com sindrome de Klinefelter
e a menor prevaléncia da doenca em pacientes com sindrome de Turner (14, 81). Estas
duas sindromes suscitam a possibilidade de o risco para desenvolver LES estar
relacionado a existéncia de dose genética cumulativa, visto que ha pelo menos 3 genes
predisponentes ao LES localizados no cromossomo X (IRAK1, TLR7 e MECP2 — methyl

CpG binding protein 2) (81, 82). Estudo de uma coorte de mulheres do Nurse’s Health
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Study, demonstrou que maior exposi¢ao estrogénica, decorrente de menarca precoce
ou do uso de estrogénio exdgeno através de contraceptivos orais ou terapia de
reposicdo hormonal na pds-menopausa, aumentou em 1,5 a 2,5 vezes o risco do
desenvolvimento do LES (83). Outras alteracbes mediadas por hormonios também
estdo sendo descritas. A progesterona diminui a proliferacdo de células T e aumenta o
namero de células CD8+ (84). Em pacientes com LES, ha evidéncias de baixos niveis
de progesterona, podendo atuar como possivel fator predisponente para a doenca (85).
A prolactina encontra-se elevada em situacdes de reativacdo do LES (86, 87). Ocorre
também aumento de doenca tireoidiana autoimune em pacientes com LES, o que altera
0s niveis dos horménios tireoidianos e do hormdnio tireoestimulante (88, 89). A vitamina
D apresenta efeitos imunorregulatérios em diversas células do sistema imune,
especialmente linfécitos T, linfécitos B e células dendriticas (90, 91). Alguns estudos
tém mostrado associacdo entre niveis baixos de vitamina D e LES, sugerindo sua
participacédo na etiopatogenia desta doenca (92).

Anormalidades na regulacdo do sistema imune que sdo caracteristicas de
pacientes com LES contribuem para a perda da autotolerancia, reconhecimento de
autoantigenos, ativacdo de linfécitos T e B, secrecdo de citocinas, proliferacdo e
diferenciacdo de linfocitos B e producdo de autoanticorpos (93). Defeitos nos
mecanismos de fagocitose e depuracéo ineficaz de material apoptotico, restos celulares
e de imunocomplexos sédo achados que colaboram para perpetuacao da autoimunidade
no LES (94).

Plasmocitos produtores de autoanticorpos estdo persistentemente sendo
ativados por uma molécula estimuladora, conhecida como BLyS (B lymphocyte

stimulator), a qual encontra-se elevada em pacientes com LES (95, 96). Outras
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anormalidades também podem ser destacadas, dentre elas: a diminuicdo do namero
dos linfocitos T supressores e citotoxicos (97); deficiéncia qualitativa e quantitativa de
células T regulatorias (98); defeitos na atividade citolitica dos linfocitos T (96); aumento
dos linfocitos T auxiliares (Th — T helper) CD4+ (99); ativacdo policlonal de linfécitos B e
defeitos na tolerancia destes linfécitos (97, 100-102); sinalizacdo anormal das células
do sistema imune caracterizada por aumento da resposta ao calcio intracelular,
hiperfosforilacéo de proteinas citosoélicas e diminuicdo do fator nuclear-kapa B (NF-kB —
nuclear fator-kappa B) (103, 104); aumento do microquimerismo fetal, provendo
antigenos para o sistema imune (105); elevacdo dos niveis circulantes de IFN-a e
aumento da expressdo da transcricdio do RNA indutor de IFN-a pelas células
mononucleares (106-109). A sinalizacdo anormal dos TLR7 e 9, levando ao
reconhecimento de autoantigenos contendo RNA e DNA, respectivamente, aliada ao
aumento de células B de memoria e plasmocitos expressando TLR9, apontam uma
possivel ativacdo de linfécitos B diretamente através do sistema imune inato,
independente de células T, o que tem sido relacionado com predisposi¢cdo e modulagcéo
do quadro clinico de pacientes com LES (110, 111).

Varios fatores ambientais tém sido associados ao desenvolvimento do LES.
Infec¢Bes causadas por virus, dentre eles o virus Epstein Barr, poderiam contribuir para
o desenvolvimento de autoimunidade, principalmente por mimetismo molecular (112).
Outros virus, como Citomegalovirus, Parvovirus B19 e alguns retrovirus, também estéao
relacionados, porém as evidéncias sdo controversas. Infeccdes como tripanossomiase
e micobacterioses podem induzir a producdo de anticorpos contra DNA e sintomas
semelhantes ao LES (103, 113). Raios UVB podem estimular os queratinocitos a

expressarem antigenos nucleares em sua superficie e aumentar a secrecao de
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citocinas que estimulam linfécitos B a producdo de autoanticorpos (114, 115). P6 de
silica e tabagismo podem aumentar o risco de desenvolver LES (13, 116-118).
Medicacdes, como procainamida, hidralazina e isoniazida podem desencadear IUpus
induzido por droga, que é caracterizado pelo surgimento de manifestacdes clinicas e
laboratoriais apds exposicao a estes farmacos, seguido por desaparecimento do quadro

com a suspenséo dos mesmos.

2.2VITAMINA D

2.2.1 Consideracdes gerais

As vitaminas sd0 compostos organicos essenciais para o metabolismo dos seres
vivos. A vitamina D compreende compostos lipossollveis, de origem vegetal (vitamina
D, ou ergocalciferol) ou animal (vitamina Dz ou colecalciferol), responséaveis
principalmente pela manutencao do equilibrio do metabolismo ésseo (119). Ambas as
vitaminas D, e D3 sdo metabolizadas pela mesma via e produzem metabdlitos ativos
com efeitos biolégicos equivalentes (figural) (120). A vitamina D pode ser encontrada
em alguns alimentos e suplementos alimentares, porém sua maior fonte € proveniente
da sintese cutanea, a partir da adequada exposicdo a radiacdo UVB da luz solar.
Apenas cerca de 20% das necessidades corporais diarias sdo supridas pela
alimentacdo, fato que a torna diferente da maioria das demais vitaminas que
geralmente precisam ser adquiridas através da dieta (121). Poucos alimentos, como
Oleo de figado de peixe, naturalmente contém ou sao enriquecidos com vitamina D. A
vitamina D, é uma molécula com 28 carbonos e pode ser manufaturada através da

irradiacdo UVB do ergosterol encontrado em fungos. A vitamina D3 apresenta 27
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carbonos e pode ser obtida através da irradiacdo UVB do 7-dehidrocolesterol
proveniente da lanolina (122). Diante destas particularidades envolvendo a
biodisponibilidade da vitamina D nos seres humanos, entende-se o0 crescente interesse
em pesquisas envolvendo este esterodide, visto que estudos em diferentes populacdes
tém mostrado uma alta prevaléncia de hipovitaminose D e a implicacdo clinica deste

achado ainda continua pouco entendida (123).
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Figura 1 Estrutura quimica dos precursores e metahalitos da vitamina D

Fonte: hodificado de Oliveira, N.WLP., et. al. Papel da witamina O na susceptibilidade para o diabetes
mieftestipo 1, 2010 (1200

A vitamina D tem um importante papel no metabolismo 6sseo, incluindo absorcéo
de célcio e fésforo. A descoberta de que a maioria das células expressa o VDR, e
algumas possuem também maquinaria enzimatica para produzir formas ativas da

vitamina D, tem gerado grande interesse nos seus potenciais efeitos bioldgicos, visto
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gue ha evidéncias da influéncia desta vitamina na patogenia de doencas autoimunes,
neoplasicas, osteometabdlicas, infecciosas e cardiovasculares (123). Estudos sugerem
gque a vitamina D apresenta efeitos regulatdrios em aproximadamente 900 genes (124).
A identificacdo do VDR nas células responsaveis pela resposta imune, tais como
células mononucleares, dendriticas e apresentadoras de antigeno e também nos
linfocitos B e T, sugere que a vitamina D possa exercer atividade imunorregulatoria (90,
91). No sistema imune, a vitamina D promove diferenciacdo e regulacdo de mondcitos,
linfécitos e células exterminadoras naturais (NK — natural killer), além de interferir na
secrecdo de algumas citocinas. Entre os efeitos imunomoduladores, destacam-se a
diminuicdo da producédo de IL2, do interferon-gama (IFN-y) e do fator de necrose
tumoral-alfa (TNF-a - tumor necrosis factor-alpha), inibicdo da expressédo de IL6 e
inibicdo da secrecao e producéo de autoanticorpos pelos linfécitos B (125-127).

Ha& grandes diferencas interpessoais quanto aos efeitos da vitamina D no
organismo e, parte desta variacdo, deve-se a alteracdes nas sequéncias de DNA que
sintetizam importantes proteinas envolvidas no metabolismo e na a¢éo da vitamina D
nas células-alvo. Um exemplo disto seria a mutacdo deletéria no gene VDR que causa
raquitismo por resisténcia a 1,25-dihidroxivitamina D [1,25(0OH),D)]. Outras variacfes
genéticas mais sutis envolvem a presenca de alguns polimorfismos no gene VDR,
porém com consequéncias funcionais ainda pouco conhecidas (128-130). E possivel
que estes polimorfismos possam estar em desequilibrio de ligacdo com polimorfismos
verdadeiramente funcionais em algum outro lugar do gene, podendo explicar algumas

associagOes descritas com determinadas doencas (130).
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2.2.2 Metabolismo da vitamina D (figura 2)

Nos seres humanos, a pele é o Unico sitio capaz de produzir vitamina D (131). A
pro-vitamina D (7-dehidrocolesterol) é produzida na derme e epiderme e, sob agéo da
radiagdo UVB com comprimento de onda entre 290 e 315 nm, sofre conjugacao de
pontes de hidrogénio nos carbonos C5 e C7, dando origem a pré-vitamina D. Esta, apds
aproximadamente 24 horas, forma homodimeros, transformando-se em vitamina D
(132).

A vitamina D proveniente da dieta é absorvida no intestino delgado e, juntamente
com a vitamina D enddgena, transportada até o figado para ser metabolizada. O
transporte ocorre principalmente através da proteina ligadora da vitamina D e, em
menor propor¢do, com a albumina (132). A enzima hepética 25-hidroxilase (CYP27A1)
incorpora um radical hidroxila na posicdo 25 da molécula da vitamina D, originando a
forma 25-hidroxivitamina D [25(OH)D], também conhecida como calcidiol. Por manter
niveis séricos mais estaveis, esta é forma usada para dosar a vitamina D do paciente. O
figado € o reservatorio usual da vitamina D. O tecido adiposo também pode atuar como
reservatorio. Além do figado, outros tecidos, como pele, intestino e rins sdo capazes de
promover a 25-hidroxilacdo da vitamina D, porém em menor propor¢cdo (129). A
25(0OH)D circula ligada a proteina ligadora da vitamina D até o rim, onde sofre nova
hidroxilagao, resultado da atividade das enzimas la-hidroxilase (CYP27B1) ou 24-
hidroxilase (CYP24A1). Os produtos séo, respectivamente, a 1,25(0OH).D (calcitriol), a
forma mais ativa e a 24,25-dihidroxivitamina D [24,25(OH),D)], um metabdlito inativo
hidrossoluvel, conhecido também como acido calcitréico que é excretado na bile. Outros

metabdlitos da vitamina D também ja foram descritos, mas com funcéo biolégica ainda
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nao conhecida (119). A concentracdo plasmatica da 1,25(0OH),D é regulada a partir dos
niveis de 25(0OH)D e da atividade das enzimas la-hidroxilase e 24-hidroxilase. A
enzima la-hidroxilase é regulada pelo paratorménio (PTH), pela concentracdo de
fésforo e pelos niveis séricos de 1,25(0OH),D (133). Aumento do PTH e hipofosfatemia
estimulam a enzima a sintetizar 1,25(0OH),D, enquanto a 1,25(OH),D exerce estimulo
negativo sobre esta enzima (133, 134). Ambas, 1,25(0OH),D e 25(OH)D séo
degradadas, em parte, pela enzima 24-hidroxilase, através da sintese do acido
calcitréico (119). Os niveis séricos da 1,25(0OH),D, ao contrario da 25(OH)D, séo
fortemente controlados por mecanismos de retroalimentacdo, com niveis séricos
bastante variados e meia-vida de cerca de 6 horas (132). Recentemente, a 1a-
hidroxilase vem sendo descrita em outras células, especialmente as do sistema imune,
0 que torna possivel a producao local da forma ativa da vitamina D, que passa a ter
efeito pardcrino/autdcrino. E importante salientar que a 1a-hidroxilase extra-renal é
regulada diferentemente da resposta vista ao PTH, célcio e fosforo séricos (135).
Particularmente, esta la-hidroxilase ndo é estimulada pelo PTH e, consequentemente,
a producao de 1,25(0OH),D passa a depender das concentragdes do substrato, ou seja,
a 25(0OH)D, o que pode determinar maior impacto na fungéo da vitamina D nestes locais
em casos de hipovitaminose D (135, 136). Por outro lado, alguns estudos sugerem um
mecanismo de auto-regulacédo negativo exercido pela 1,25(0OH),D sobre a sintese do

seu precursor via inibigdo da 25-hidroxilase (137, 138).

31



Radiagio UVB Dieta: vitD, + uitD, |

CIRCULACED SaNGUINEA
Pro-witD, — PréwvitD, —» vitD, 4b| vitamina D + proteina ligadora

mrmT=

Tecido adiposo |

FlGaDD ¥
23-hidroxilase

¥ 25(0H)D - calcidiol

o 25(0H)D

a,g#"*@ RIM -
B 2dg-hidroxilase 24 25{0H}.D - acido calcitroico
o metabolite inative excretadoe na
L bile
. 4 “‘d‘-q!]!# "
1,25(0H.D = Aa-hidroxilase 1,25{0H).D - calcitriol
i hutros locais
2 Lbo— o
IMTESTIND O deagao’
Absorgio de caleio efosforo
SISTEMA IMUME
‘o-hidroxilase extra-renal
PARATIREQIDE 0ss0

Atividadeimunomegulatoria

Inibe o paratorménio (PTH) Liberagio de calcio e fosfore {neutréfilos, macréfagos, células dendriticas
elinfocitosBe T)

Figura2 Metabolismo da vitamina D e principais efeitos bioldgicos
* Trato reprodutivo (itero, ovario, placenta, testiculo e prastata), mamas, iihotas pancresticas, hipafize,

tiredide, cortex adrenal, musculstura liza & esquelétics, coragdo, pele, cérebro e figado.

2.2.3 Niveis séricos e deficiéncia da vitamina D

A vitamina D pode ser quantificada a partir da verificacdo da concentracdo da
25(0OH)D, que representa sua forma circulante em maior quantidade, com meia-vida de
aproximadamente trés semanas. A 1,25(0OH),D nao costuma ser usada para avaliacao
da concentragéo da vitamina D, devido a sua curta meia-vida e sua baixa concentracao,
cerca de 1000 vezes inferior a da 25(OH)D (139). Além disso, no caso de deficiéncia de
vitamina D, existe um aumento compensatorio na secre¢do do PTH, o que estimula o

rim a aumentar a producao de 1,25(OH),D. Deste modo, quando ocorre deficiéncia de
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vitamina D e queda nos niveis de 25(OH)D, a concentracdo sérica de 1,25(0OH).D se
mantém dentro dos niveis normais ou mesmo elevados (140).

A interpretacdo dos niveis séricos da 25(OH)D é realizada a partir da variacao do
PTH (141). Usando a elevacdo do PTH como biomarcador refletindo baixos niveis
fisiolégicos da vitamina D, alguns estudos indicam que a deficiéncia da vitamina D deve
ser definida como concentracdo sérica menor que 80 nmol/l (32 ng/ml) (92). Nao existe
consenso sobre a concentracdo sérica da 25(0OH)D. H& uma concordancia de que os
niveis séricos de vitamina D sejam mantidos dentro de uma faixa que nao induza o
aumento do PTH (142, 143). A deficiéncia de vitamina D é definida pela maioria dos
autores como niveis séricos de 25(OH)D inferiores a 50 nmol/l (20 ng/ml) (122, 144-
146). Niveis séricos entre 50 e 75 nmol/l (20 e 30 ng/ml) seriam indicativos de
insuficiéncia relativa de 25(0OH)D e niveis iguais ou maiores que 75 nmol/l (30 ng/ml)
poderiam ser considerados estado suficiente de vitamina D (132). Valores abaixo de 25
nmol/l (10 ng/ml) indicariam niveis criticamente baixos, segundo alguns autores (147).
Intoxicacdo associada com hipervitaminose D poderia ser vista com niveis de 25(OH)D
superiores a que 374 nmol/l (150 ng/ml) (123). O fator de conversao de nmol/l para
ng/ml € multiplicar por 0,4 (148).

As concentracfes plasmaticas ideais da 25(OH)D foram definidas, como visto
anteriormente, a partir da sua influéncia sobre os niveis séricos do PTH, o que as
tornam clinicamente relevantes para a manutencdo da homeostase do calcio.
Entretanto, as concentracdes ideais de 25(OH)D necessarias para 0 bom
funcionamento do sistema imunologico ainda nao foram definidas e podem ser distintas
daqueles valores que atualmente séo conhecidos (127). Além disso, estudos recentes

vém demonstrando que alguns polimorfismos genéticos envolvendo a proteina ligadora
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da vitamina D, enzimas envolvidas no seu metabolismo, e o proprio VDR podem
determinar variacées nos niveis séricos da 25(OH)D e tornam ainda mais complexa a
definicdo da concentracdo ideal de vitamina D, a qual pode ser diferente para cada
individuo (149).

Ha inUmeras causas para haver deficiéncia de vitamina D, dentre elas, reducéo
da sintese cutanea e da absorcéao intestinal, além de doencas herdadas ou adquiridas
do seu metabolismo ou que interfiram na responsividade a vitamina D (134). O quadro

1 resume as principais causas conhecidas de hipovitaminose D (123).
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Quadro 1 Causas de hipovitaminose D

Reducéo da sintese cutanea
e Uso de blogueadores solares
e Hiperpigmentacéo cutanea
¢ Envelhecimento
e Estacao climética, latitude e horério do dia
e Grandes queimados e enxertos de pele

Reducao da biodisponibilidade
e Situacdes relacionadas com m4a absor¢éo intestinal, tais como fibrose cistica,
doenca de Crohn, doencga celiaca, doenca de Whipple, desvio cirdrgico do trato
digestivo, pancreatite cronica, farmacos que reduzem a absorcgédo de colesterol
e Obesidade

Aumento da catabolismo
e Farmacos anticonvulsivantes e glicocorticoides

Amamentacgao
e Leite materno é pobre em vitamina D

Diminuicao da sintese de 25(OH)D
e Hepatopatia crénica

Aumento da perda urinéaria de 25(0OH)D
e Sindrome nefrética

Diminuicao da sintese da 1,25(0OH).D

e Insuficiéncia renal crénica

Doencas hereditéarias
e Ragquitismo dependente de vitamina D tipos 1,2 e 3
e Raquitismo hipofosfatémico autossémico dominante
e Ragquitismo hipofosfatémico ligado ao X

Doencas adquiridas
e Osteomalacia associada com tumores
e Hiperparatireoidismo primario
e Doencas granulomatosas
e Hipertireoidismo

Fonte: Modificado de Holick, M.F. Vitamin D deficiency. N Engl J Med. 2007 (123).
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2.2.4 Receptor da vitamina D (VDR)

O VDR é um receptor nuclear de 50 kDa, pertencente a familia dos receptores
esterdides de classe 2, semelhante aos receptores do acido retinéico e do horménio
tireoestimulante (119). Ele possui um dominio bem definido para ligagdo com o DNA e
um dominio ainda ndo bem definido para ligacdo com a 1,25(OH),D. Além do classico
VDR nuclear, acredita-se que exista um VDR de membrana responsavel por acdes
rapidas da vitamina D (150). Exemplo disto seria 0 aumento acelerado na absorcéo de
calcio pelo enterdcito, em resposta ao aumento dos niveis plasmaticos de 1,25(0OH),D,
independente da sua acdo genémica (132).

A 1,25(0H);D liga-se ao VDR nuclear e determina uma resposta genémica
através da regulacao da transcricdo de alguns genes. As principais etapas envolvidas
no controle da transcricdo genética incluem a ligacdo da 1,25(0OH),D ao VDR,
heterodimerizacdo com o receptor X retindico (RXR), ligacdo deste heterodimero a
sequéncias especificas do DNA, também conhecidas como elementos de resposta a
vitamina D (VDRE - vitamin D response elements) localizados no DNA, nas regides
promotoras dos genes que sao ativados pela vitamina D e recrutamento de outras
proteinas nucleares para dentro do complexo transcricional (figura 3) (151).

Nas ultimas décadas, diversos autores descreveram o VDR ndo somente em
tecidos classicos como 0ssos, rins e intestino, mas também em outros locais ndo
classicos, tais como células do sistema imune, trato reprodutivo (Utero, ovario, placenta,
testiculo e prostata), mamas, sistema endocrinolégico (ilhotas pancreéaticas, hipofise,
tiredide, paratiredide e cortex adrenal), musculatura lisa e esquelética, coragéo, pele,
cérebro e figado (152). Além da distribuicdo quase universal do VDR, algumas células

(queratindcitos, monaocitos, 0ssos e placenta) expressam a enzima la-hidroxilase que
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produz a forma ativada da vitamina D in situ, podendo ocorrer efeito paracrino/autécrino

deste hormonio (119, 135).

a-hidroxilase extra-renal
Y traducdo — sintese
de proteinas —

‘ ’ efeito bhioldgico
C
|
R RNAmM
c 25(0H)D +
E proteina ligadora
A .
c ~ icio
A
0
S 1,25(0H)D +
A P
N proteina ligadora
G
U I Iy
K, K
N
E .
A nicleo

célula

citoplasma /
Figura3 Mecanismo de acdo da vitamina D

Apreviagdes DNAlGCido desoxribonud dico); MR (moléculasregulstdnss datransoicio genética) RMN.AM (Acido ribonudéico
mensageiro] RXR (receptar X retindica); VDR (receptorda vitamina D), YDRE (elementosde resposta & vitamina D).
Fonte: Modificado de Oliveira, MM P, &b aiPapel da vitamina D na susceptibilidade para o disbetes meiustipo1, 201001200,

2.2.5 Gene VDR

O VDR ¢ sintetizado a partir de um gene localizado no cromossomo 12, na
posicdo 12g13.1, conhecido como gene VDR (153). Este gene apresenta cerca de 100
kb e esta muito proximo do gene COL2A1, responsavel pela sintese da cadeia alfa 1 do
coladgeno tipo 2. Ele consiste basicamente em 9 exons distribuidos entre as regides: 5’

promotora e 3’ regulatoria (figura 4). Nesta ultima existe uma longa regido 3’ nao

37



traduzida, conhecida como 3'UTR (3' untranslated region), envolvida na modulagéo da
expressao geneética, especialmente através da regulacdo da estabilidade do RNA

mensageiro (154, 155).

Regiao

5'promotora Cdx2{A-G)
1 e

For {C-T)

Exons
codificadores

o TR e

Bsml{A-G) Apal (T-G) |

Polimorfismos UTR |

Regiao 3’
requlatéria

Figurad Estrutura do gene VDR e localizagdo dos principais polimorfismos conhecidos
Faonte: daptadode Uittedinden, 2. | et. 84 Genetics and biologyafvitamin D receptor polmoarphism s, Gene, 2004 (130).

2.2.6 Polimorfismos do gene VDR

O gene VDR apresenta alguns polimorfismos descritos especialmente em
regides promotoras proximas aos sitios f e ¢ do exon 1, entre 0os exons 2 e 9 e na
regido 3' ndo traduzida (figura 4) (130). A maioria dos polimorfismos identificados no
gene VDR localiza-se em regides regulatorias, o que pode determinar alteracbes na
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expressao genética, mas ndo mudancas estruturais na sequéncia dos aminoacidos da
proteina sintetizada. Alteracdes estruturais poderiam ocasionar profundas modificacbes
funcionais, afetando as ligacdes do receptor com a vitamina D ou com ligantes do DNA,
o que interferiria no metabolismo do célcio, na proliferacao celular e no sistema imune.

O polimorfismo Bsml (rs1544410) esta localizado no intron 8, posicdo 63980, e
resulta da substituicdo adenina-guanina (A-G) (156). Os polimorfismos Apal
(rs7975232) e Taql (rs731236) estéo localizados na regido 3’ do gene. O polimorfismo
Apal é definido pela substituicdo timina-guanina (T-G) no intron 8, na posi¢cdo 64978,
enquanto que polimorfismo Taqgl, no exon 9, é definido pela substituicdo de citosina-
timina (C-T) na posicdo 65058, resultando na troca do cédon (ATC—ATT), mas
mantendo o mesmo aminoacido isoleucina (157, 158). Baseados nestes polimorfismos,
varios estudos investigaram a extensdo do desequilibrio de ligacdo entre eles.
Atualmente, 3 haplétipos estdo bem definidos envolvendo polimorfismos Apal, Bsml e
Taqgl: baT, BAt e bAT (158). Os haplétipos baT e BAt foram encontrados em 48% e 40%
dos pacientes, respectivamente, em um estudo com individuos eurodescendentes
(159). A relevancia funcional destes polimorfismos ainda € pouco conhecida, apesar de
algumas evidéncias mostrarem associa¢cdo do haplétipo BAt com maior estabilidade do
RNA mensageiro (158).

A regido 3' nao traduzida contem diversos polimorfismos ainda pouco
conhecidos. O polimorfismo VNTR (variable number tandem repeat) poliA apresenta
pelo menos 12 diferentes alelos, mas o tamanho dos alelos segue basicamente uma
distribuicdo bimodal. A partir disso, foi possivel classificar estas variantes em formas
curtas e longas, respectivamente, poliA curto e poliA longo. Ha desequilibrio de ligacéo

entre estas mutacdes e os haplotiplos descritos para os polimorfismos Bsml, Apal e
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Taql. O haplétipo baT esta ligado com poliA longo e o haplétipo BAt esté ligado com
poliA curto (154, 158-160). O efeito funcional da presenca destes haplétipos ainda
precisa ser esclarecido.

O polimorfismo Cdx2 (rs11574010) deriva de uma substituicdo adenina-guanina
(A-G) localizada na porcéo le da regido promotora do gene VDR, posi¢céo 4913, tendo
sido primeiramente descrito em pacientes japoneses (161, 162). Acredita-se que esta
regido do gene tenha um importante papel na transcricdo genética especialmente no
intestino. Como neste 6rgdo da-se a absorcdo de célcio, o polimorfismo Cdx2 poderia
influenciar a atividade da vitamina D nesta funcdo. O alelo A demonstrou ser mais ativo
gue o alelo G na ligacdo do fator de transcricdo, tendo maior atividade transcricional.
Consequentemente, o alelo A incrementaria a expressao do receptor VDR no intestino,
aumentando a transcricdo das proteinas transportadoras de calcio. Esta seria uma
explicacdo plausivel para o encontro de maior massa 0ssea em pacientes que séo
portadores do alelo A do polimorfismo Cdx2 do gene VDR (163).

O polimorfismo Fokl (rs2228570) resulta da substituicdo citosina-timina (C-T) na
juncdo do intron 1 com o exon 2, na posi¢cdo 30920, criando um cédon de inicio
adicional (ACG—ATG), 3 cddons proximal ao local do inicio da transcricdo. Este
polimorfismo pode ser considerado um marcador genético independente, pois nao
parece estar em desequilibrio de ligacdo com qualquer outro polimorfismo do gene
VDR. A presenca da variante Fokl, definida como f (c6don ATG), faz com que a
proteina do VDR seja produzida de forma completa (427 aminoacidos), enquanto que a
variante Fokl definida como F (c6don ACG), inicia a traducdo de outro local e sintetiza
uma versao levemente truncada da proteina do VDR, com trés aminoacidos a menos

(424 aminoacidos) (164, 165). A versao longa desta proteina, derivada do alelo f,
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apresenta o aminoacido metionina na primeira posi¢ao (forma M1) e a versao curta,
derivada do alelo F, apresenta este aminoacido na posicdo 4 (forma M4). Estudos in
vitro demonstraram que a proteina curta parece ter atividade transcricional maior que a
proteina longa (164, 166-168). Isto poderia ocasionar maior funcionalidade do VDR, o
gue modificaria o efeito determinado pela vitamina D em diferentes células e tecidos. O
efeito do polimorfismo Fokl na atividade transcricional de fatores de transcricao
imunoespecificos, na proliferacdo de linfocitos e na sintese de proteinas por células do
sistema imune apontam para a participacdo deste polimorfismo na imunorregulacéo
(169).

Os niveis de 25(0OH)D podem apresentar associacdo com polimorfismos do gene
VDR, conforme dados recentes de uma metandlise que destacou 4 principais estudos
(149). Em 2008, autores avaliando 99 pares de gémeos canadenses com esclerose
multipla, ambos tendo a doenca em 18 pares, encontraram niveis de 25(OH)D de
25,8+2,2 ng/ml nos portadores do gendtipo homozigoto para a proteina curta do VDR,
comparado com 33,3x1,6 ng/ml nos portadores dos genotipos heterozigoto e
homozigoto para a proteina longa do VDR, relacionado ao polimorfismo Fokl (p=0,005)
(170). Concentragdes significativamente menores de 25(OH)D também foram
associadas com genotipo F/F comparado com genotipo f/f em pacientes com esclerose
multipla e controles saudaveis na Holanda (212 casos e 289 controles) (171). Apesar da
influéncia nos niveis séricos da 25(0OH)D, o papel do polimorfismo Fokl do gene VDR no
desenvolvimento da esclerose multipla ainda é controverso (172). Estudo realizado nos
Estados Unidos em 2008, com a participacdo de 1530 pacientes hispanicos e
afrodescendentes da coorte Insulin Resistance Atherosclerosis Family Study né&o

mostrou associacdo significativa entre niveis séricos de 25(0OH)D e diversos
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polimorfismos do gene VDR, dentre eles Fokl e Bsml (173). Estudo semelhante
realizado na Alemanha em 2006, havia encontrado resultados parecidos em 872
pacientes da coorte German Asthma Family Study (174). Estudos nao referidos nesta
metanalise também avaliaram niveis séricos da 25(OH)D e polimorfismos do gene VDR.
Estudo publicado em 2005 e conduzido nos Estados Unidos, avaliando metabolismo e
massa Ossea em 99 adolescentes, encontrou niveis de 25(OH)D menores nos
pacientes com genoétipo F/F, quando comparados com gendétipo f/f (26,2+1,2 ng/ml
versus 32,4+1,6 ng/ml, p=0,009) (175). Entretanto, estudo alemado envolvendo 1408
pacientes com cancer de mama ndo encontrou associacao entre os niveis de 25(OH)D
e o polimorfismo Fokl (176). Estes achados sugerem possivel participacdo do
polimorfismo Fokl do gene VDR na regulacdo dos niveis da 25(0OH)D, mas estudos
adicionais em diferentes populacdes sdo necessarios para confirma-la. Além disso,
outros fatores genéticos envolvidos na producao, transporte e eliminacéo da vitamina D
poderiam influenciar as concentracbes da 25(OH)D e tornar ainda mais complexa a
interpretacdo destes resultados.

Os polimorfismos envolvendo o gene VDR tém sido amplamente estudados em
populacdo eurodescendente, havendo menor niumero de estudos com outros grupos
étnicos. Existe uma grande diferenca na frequéncia destes polimorfismos nas
populacbes estudadas. H& maior prevaléncia do alelo f do polimorfismo Fokl em
asiaticos e eurodescendentes, quando comparados com afrodescendentes,
respectivamente 51%, 34% e 24%; enquanto o alelo B do polimorfismo Bsml é menos
frequente em asiaticos, quando comparados com eurodescendentes e
afrodescendentes, respectivamente 7%, 42% e 36% (130). Os haplotipos baT, BAt e

bAT foram encontrados em 43%, 39% e 11% dos pacientes eurodescendentes, 75%,
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7% e 17% dos asiaticos e 26%, 16% e 59% dos afrodescendentes, respectivamente
(130). O alelo mais comum encontrado em afrodescendentes tém sido o alelo A do
polimorfismo Cdx2, com frequéncia de até 74% (162). Todas essas diferencas
observadas entre os diversos grupos étnicos estudados podem ser decorrentes

provavelmente da diversidade genética entre as populacdes.

2.2.7 Efeitos fisioldgicos da vitamina D

A funcéo classica da 1,25(0OH).D relaciona-se com a regulacdo da homeostase
do calcio. No duodeno, estimula o transporte ativo de calcio para a corrente circulatoria.
A absorcao de fosforo também é aumentada sob acdo deste horménio. H& participacéo
na manutencdo da massa 6ssea, permitindo a mineralizacdo normal do osso e atuando
na maturacdo do colageno e da matriz (177). Atua de forma sinérgica com o PTH na
ativacdo e maturacdo de osteoclastos, resultando na mobilizacdo do célcio do o0sso
para a circulacdo. Nos rins, € responsavel por incrementar a reabsorcdo de calcio e
fosforo. Além dos efeitos no metabolismo do calcio, a 1,25(0OH),D est4 envolvida na
regulacdo do magnésio, liberacdo de insulina pelo pancreas, secrecao de prolactina
pela hipdfise, inibicdo da sintese de renina, aumento da contratilidade miocardica,
manutencdo da musculatura esquelética e depuracdo de creatinina enddgena (178-
182).

A 1,25(0H);D interfere de forma direta ou indireta no controle de mais de 200
genes envolvidos na regulacao do ciclo celular, diferenciacdo, apoptose e angiogénese,
podendo determinar diminuicdo da proliferacdo de células normais ou neoplasicas

(183). Estudos com animais evidenciaram que a 1,25(0OH),D pode suprimir o

crescimento tumoral por inducdo da apoptose, inibicdo da angiogénese e reducao da
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atividade invasiva das células cancerigenas (184). Na pele, atua de forma paracrina,
inibindo a proliferacédo de queratindcitos e fibroblastos (132).

Varios efeitos imunomodulatorios também tém sido atribuidos a 1,25(0OH).D. O
sistema imune inato atua como primeira barreira na defesa contra invasao de
microorganismos e a presenca de alguns peptideos antimicrobianos tem sido um fator
importante neste contexto. Em humanos, pode ser encontrada a catelicidina, um
peptideo antimicrobiano produzido por macréfagos, mondcitos e queratindcitos, com
grande atividade contra bactérias, micobactérias, virus e fungos (185, 186). A vitamina
D ativada parece estimular a producdo de catelicidina por estas células (187).
Mondcitos e macréfagos expostos a lipopolissacarideos bacterianos ou a presenca do
Mycobacterium tuberculosis ativam o gene VDR e la-hidroxilase, levando ao aumento
local da 1,25(0OH),D e do seu receptor, o que eleva a producdo de catelicidina. Esta
resposta frente aos microorganismos parece ser atenuada em individuos que
apresentam deficiéncia de 25(OH)D (188).

Como descrito anteriormente, a vitamina D tem efeitos conhecidos sobre
diversas células do sistema imune, dentre elas linfocitos T, linfécitos B e células
dendriticas (90, 91). Cada uma destas células expressa VDR e la-hidroxilase, podendo
produzir 1,25(0OH),D localmente. Seus efeitos paracrinos/autocrinos dependem da
adequada concentracdo da 25(OH)D, o que faz da deficiéncia de vitamina D um fator
crucial no funcionamento do sistema imune (136). Nos linfocitos podem ser verificadas
as seguintes alteracdes relacionadas a vitamina D: supresséo do receptor de célula T,
alteracdo no perfil de citocinas (diminuicdo de IFN-y e IL2 e aumento de TGF-B1, IL4,
IL5 e IL10) e troca do fenotipo Thl para Th2, com maior tolerdncia imunolégica;

supressdo das células Th1l7 envolvidas na autoimunidade e reducdo da producédo de
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IL17; supressédo da producado de IL6 e IL12 e IL23; estimulo a atividade de células T
regulatorias na supressao da proliferacdo de células T; inibicdo da producdo de
imunoglobulinas e interrupcéo da diferenciacdo de células B (136). Todos estes efeitos
salientam o importante papel da vitamina D na resposta das células B e T, no processo
inflamatorio e na producédo de autoanticorpos, 0 que potencialmente pode resultar em
dano tecidual. Nas células dendriticas, os efeitos da vitamina D talvez sejam os mais
relevantes para o fendmeno da autoimunidade, devido ao papel protetor e mantenedor
da tolerdncia imunolégica desempenhado por estas células (189), visto que a
1,25(0OH),D, atuando na sua maturacédo, diferenciacdo e migracdo (190), estimula a

producao de células dendriticas mais tolerantes (136).

2.3 DOENCAS ASSOCIADAS COM DEFICIENCIA DE VITAMINA D

Niveis séricos baixos de 25(OH)D tém sido associados com diversas doencas,
especialmente aquelas envolvendo o metabolismo ésseo (123). As taxas de absorcao
intestinal do calcio e fbésforo podem cair a 10% e 60% das taxas normais,
respectivamente, em situagces de hipovitaminose D (119). Com a diminui¢cao do célcio
sérico, ocorre estimulo a producédo e liberacdo do PTH pela glandula paratireoide,
resultando em estado de hiperparatireoidismo compensatério. Este horménio, por sua
vez, estimula a producdo de 1,25(0OH),D e a reabsorcdo de calcio nos rins e é
responsavel pela ativacdo de osteoblastos que estimulam a transformacéo de pre-
osteoclastos em osteoclastos maduros que dissolvem a matrix colagenosa mineralizada
do osso, resultando em osteopenia, osteoporose e aumento do risco de fraturas (119,

122). Em adultos, estados crénicos de hipovitaminose D podem resultar em quadro
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clinico de osteomalacia, caracterizado por dor éssea e pseudofraturas. Em criancas,
podem surgir achados classicos de raquitismo, com deformidades 0sseas tipicas.

A deficiéncia de vitamina D pode resultar em diminui¢cado da for¢ca muscular, o que
explicaria os achados de alguns estudos que evidenciaram reducdo do numero de
quedas apos reposicdo de vitamina D, especialmente nos pacientes com niveis basais
baixos (191, 192). Estudo mostrou que 93% das pessoas com idade entre 10 e 65 anos
que foram admitidas na emergéncia de um hospital com dores osteomusculares
cronicas, apresentavam deficiéncia de vitamina D (193). Em criancas com formas
hereditarias de deficiéncia de vitamina D, ha fraqueza muscular que rapidamente
melhora com a reposicéo desta vitamina (194). No entanto, uma reviséo sistemética de
8 estudos observacionais e 8 intervencionistas, avaliando o efeito da reposicdo de
vitamina D sobre o sistema musculoesquelético, medido através da forca muscular,
marcha e balanco, em pacientes com idade acima de 65 anos, encontrou resultados
conflitantes (195).

Alguns tipos de neoplasias tém sido associados com deficiéncia de vitamina D.
Em estudo com animais, por exemplo, a auséncia genética do VDR predisp0s a lesdes
pré-malignas de mama e intestino (184). Estudos observacionais em humanos tém
apontado um risco entre 30 e 50% maior para surgimento de neoplasia de célon,
prostata e mama em pacientes com niveis deficientes de 25(OH)D (183, 196).

Devido a extensa influéncia da vitamina D sobre o sistema imune, diversas
doencas autoimunes e infecciosas tém sido estudadas em relacdo a sua potencial
deficiéncia. A mais estudada até o momento, é o diabetes melito tipo 1 (DM1), onde
diversos autores concordaram com esta relacdo, havendo dados que mostram que a

suplementacao de vitamina D na infancia pode diminuir o risco de DM1 em 30% (197).
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A esclerose multipla parece ter um risco aumentado em 2 vezes em pacientes com
niveis deficientes de vitamina D (172). O desenvolvimento do LES e maiores indices de
atividade e cronicidade da doenca tém sido associados com deficiéncia de vitamina D
(198). Outras doencas como artrite reumatoide (AR) e doenca inflamatéria intestinal
mostram resultados controversos (126). Estudo envolvendo 161 pacientes com doenca
indiferenciada do tecido conectivo mostrou niveis baixos da 25(OH)D, quando
comparados com controles saudaveis (33+13,4 ng/ml versus 39,9+11,7 ng/ml,
respectivamente, p=0,01). O acompanhamento destes pacientes por 2,3 anos constatou
gue a progressao para uma doenca definida do tecido conectivo, que ocorreu em 21,7%
dos pacientes, foi maior entre agueles com menores niveis de 25(OH)D (14,7+6,45
ng/ml versus 33,0+13,4 ng/ml, p=0,0001) (199). Autores tentaram associar a deficiéncia
de vitamina D a algumas infec¢cdes, mas os resultados ndo foram conclusivos. A
reposicao de vitamina D ainda tem um papel incerto na reducdo do numero destas
infeccdes. Quanto a associacdo da hipovitaminose D e tuberculose, os resultados dos
estudos sdo mais convergentes. Afrodescendentes americanos Sa40 mais propensos a
ter hipovitaminose D e esta seria uma das explicagdes para esta populacado apresentar
maior risco de desenvolver tuberculose e evoluir com formas mais graves da doenca do
gue os eurodescendentes americanos (188). Metanalise comparando concentracfes de
25(OH)D em pacientes com tuberculose e controles saudaveis, encontrou maior risco
de deficiéncia de vitamina D nos individuos doentes (200).

Outras doencas estdo sendo relacionadas com niveis deficientes de vitamina D.
Estudos em animais mostraram a influéncia da 1,25(0OH),D no sistema renina-
angiostensina e camundongos com auséncia genética do VDR estdo mais propensos a

desenvolver HAS e hipertrofia cardiaca (180). Metandlise de 8 ensaios clinicos
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randomizados com suplementacdo oral de vitamina D em pacientes hipertensos
mostrou discreta, mas significativa, reducdo na pressao arterial diastolica (201). A
avaliacdo destes pacientes é complicada visto que a obesidade, conhecido fator de
risco para HAS, tem relacdo inversa com niveis séricos de 25(OH)D e, sendo assim, 0s
resultados sdo muito controversos. Doenca cardiaca isquémica, insuficiéncia cardiaca e
doenca arterial periférica também tém mostrado associacdo com deficiéncia de vitamina
D, mas a relacdo causal ainda € pouco entendida (202-204). Doencas
neuropsiquiatricas, dentre elas a esquizofrenia e depressdo, mostraram associacao

com deficiéncia de vitamina D pré-natal (205, 206).

2.4 DEFICIENCIA DE VITAMINA D EM PACIENTES COM LES (tabela 1)

A vitamina D exerce inUmeras acfGes sobre o sistema imunologico e varias
descobertas tém sido feitas a respeito da sua influéncia na etiopatogenia de algumas
doencas autoimunes. Ha evidéncias de que a vitamina D administrada in vitro reduz a
chance de desenvolver doenca autoimune em modelos murinos experimentais de
encefalite e lUpus (207). Um estudo brasileiro, realizado em 2000, com camundongos
geneticamente predispostos a desenvolver LES, mostrou piores achados
histopatolégicos na bidpsia renal no grupo que recebeu suplementacdo de vitamina D,
sugerindo que a vitamina D pudesse ter atuado como fator agravante da doenca. Estes
dados néo foram reproduzidos em outros estudos (208).

Em 1979, surgiu a primeira descricdo que sugeriu a associacao entre deficiéncia
de vitamina D e LES em humanos. Foi um estudo com doze adolescentes lupicas

usuarias de glicocorticoides que evidenciou baixos niveis de 1,25(0OH),D em 7 delas
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(209). Em 1995, um estudo realizado na Dinamarca envolvendo 21 pacientes com LES,
29 com AR, 12 com osteoartrose (OA) e 72 individuos saudaveis, evidenciou niveis
significativamente menores de 25(OH)D nos pacientes lUpicos em comparacdo com
pacientes com OA ou controles saudaveis. Neste estudo, os niveis de 1,25(0OH).D
foram semelhantes entre os grupos (210). Em 2001, autores alemaes avaliando 57
pacientes com LES, encontraram deficiéncia de vitamina D em 25 pacientes (43,9%),
sendo que em 9 deles foram encontrados niveis de 25(OH)D abaixo de 5 ng/ml. Este
estudo também evidenciou associacdo dos baixos niveis de 25(OH)D com maiores
indices de atividade de doenca (211). Em 2006, no estado da Carolina do Sul, nos
Estados Unidos, 123 pacientes com LES e 240 controles saudaveis foram avaliados
guanto aos niveis de 25(OH)D. Apds ajustar os resultados para etnia, sexo, tabagismo
e estacdo do ano, pacientes eurodescendentes tiveram niveis significativamente
menores dos que os controles (21,6+12,9 ng/ml versus 27,4+15,7 ng/ml, p=0,04). Em
afrodescendentes, esta diferenga ndo foi estatisticamente significativa. De uma forma
geral, 67% dos pacientes tinham deficiéncia de vitamina D, sendo que a dose média de
25(0OH)D foi significativamente menor em afrodescendentes, quando comparados com
eurodescendentes (15,9+9,4 ng/ml versus 31,3+14,9 ng/ml, p<0,01). Niveis criticos de
vitamina D, definidos neste estudo como 25(OH)D abaixo de 10 ng/ml, foram
encontrados em 22 pacientes lupicos, sendo a fotossensibilidade e o acometimento
renal, seus maiores preditores de risco [odds ratio (OR)=13,3, p<0,01 e OR=12,9,
p<0,01, respectivamente] (147). Em 2008, estudo conduzido no Texas com 37
mulheres lapicas, mostrou niveis de 25(OH)D abaixo de 32 ng/ml e abaixo de 19 ng/ml
em 65% e 20% delas, respectivamente (212). No mesmo ano, autores espanhdis

realizaram estudo transversal com 92 pacientes e evidenciaram niveis de 25(OH)D
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abaixo de 30 ng/ml em 69 (75%) pacientes e abaixo de 10 ng/ml em 14 (15%)
pacientes. O sexo feminino, uso de hidroxicloroquina, e reposicao de calcio e vitamina
D foram preditores de maiores niveis de 25(OH)D. Fotossensibilidade e uso de
fotoprotetor foram preditores para menores niveis de 25(OH)D. Houve uma correlacéo
inversa entre dosagem de vitamina D e escala de fadiga e nenhum resultado
significativo foi encontrado com indices de atividade e cronicidade da doenca (213).
Estes pacientes foram acompanhados por 2 anos com recomendacao de reposicao oral
de vitamina D. Sessenta pacientes fizeram a reposicdo e uma melhora significativa foi
vista na escala de fadiga, enquanto ndo houve influéncia nos indices de atividade e
cronicidade da doenca (214). Em 2009, estudo realizado em Chicago, incluiu 181
mulheres com LES e encontrou niveis médios de 25(OH)D de 27,1+11,9 ng/ml, sendo
que 62,2% das pacientes tinham dosagens inferiores a 30 ng/ml. indices de atividade
foram inversamente relacionados com os valores da 25(OH)D (215). Neste mesmo ano,
autores estudando 165 pacientes com LES e 214 controles saudaveis na Arabia
Saudita, evidenciaram niveis insuficientes (>20 e <30 ng/ml) e deficientes (<20 ng/ml)
de 25(OH)D significativamente menores nos casos (98% versus 55% e 89,7% versus
20%, respectivamente, p<0,0001). Niveis médios de 25(OH)D foram de 9,4+5,5 ng/ml
nos pacientes, valor significativamente menor do que nos controles, cuja dosagem foi
de 25,8+11,6 ng/ml (p<0,0001) (216). No ano de 2010, mais cinco estudos avaliaram
niveis de 25(OH)D em pacientes com LES. Autores canadenses da cidade de Toronto,
estudaram 124 pacientes com LES e encontraram niveis de 25(OH)D menores que 32
ng/ml em 66,7% e inferiores a 16 ng/ml em 17,9% dos individuos, estando associados
com estacdo do ano, dose cumulativa de glicocorticéide e creatinina sérica (217). Em

Nova lorque, 198 pacientes com LES foram selecionados consecutivamente e destes,
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29,3% dos afroamericanos e 11,8% dos hispanicos apresentavam niveis de 25(OH)D
abaixo de 10 ng/ml. O grau de deficiéncia teve correlagdo inversa com a atividade da
doenca (r=-0,234, p=0,002) (218). Estudo coreano avaliando 102 pacientes com LES e
42 controles evidenciou diferenca estatisticamente significativa nas dosagens da
25(0OH)D (42,49+15,08 ng/ml versus 52,72+15,19 ng/ml, p<0,001), mas n&o encontrou
diferenca nos indices de atividade e cronicidade de doenca (219). Trezentos e setenta e
oito pacientes foram avaliados em estudo multicéntrico envolvendo Europa e lIsrael,
com o objetivo de verificar a relacdo da 25(OH)D com indices de atividade. Os autores
concluiram que deficiéncia de vitamina D correlacionou-se com aumento dos indices de
atividade (220). Na China também parece haver menores niveis de vitamina D em
pacientes com LES, quando comparados com controles saudaveis (221). Estudo com
177 pacientes hungaros mostrou niveis médios de 25(OH)D de 26,88+13,25 ng/ml, com
18,1% deles apresentando dosagem normal (230 ng/ml), 44,6% insuficiente (15-30
ng/ml) e 37,3% deficiente (<15 ng/ml). Houve uma relacéo inversa entre 25(0OH)D e
indice de atividade de doenca (222).

Em 2001, estudo canadense com 25 pacientes lUpicas e 25 fibromialgicas, ndo
encontrou diferenca estatisticamente significativa nos niveis de 25(OH)D entre os
grupos (18,6 ng/ml versus 20,6 ng/ml, p>0,05), mesmo apoOs ajustar para idade,
reposicao de vitamina D e uso de bloqueador solar. Os autores encontraram niveis
menores de 1,25(0OH),D nas pacientes com LES (74,4 pmol/l versus 90,1 pmolll,
p<0,05) e a possivel explicagcdo deste achado seria 0 uso de hidroxicloroquina que
poderia inibir a conversdo de 25(0OH)D em 1,25(0OH),D. Quatorze das 25 pacientes com
LES e 12 das 25 com fibromialgia tinham deficiéncia de vitamina D, definida como valor

abaixo de 20 ng/ml (223).
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Poucos estudos avaliaram niveis de vitamina D em criancas e adolescentes com
LES. Um deles, dosou 25(OH)D em individuos de 5 a 21 anos e 207 controles
saudaveis. Niveis muito baixos de 25(0OH)D, definidos pelos autores como inferior a 10
ng/ml, foram significativamente mais frequentes nos pacientes com LES do que nos
controles (36,8% versus 9,2%, p<0,001). Houve uma relacéo inversa estatisticamente
significativa entre indice de atividade de doenca e niveis da 25(OH)D, principalmente
guando encontrava-se abaixo de 20 ng/ml (224).

Individuos afrodescendentes, nos Estados Unidos, tém trés vezes mais chance
de ter LES do que os individuos eurodescendentes (225). Esta maior incidéncia de LES
em afrodescendentes ndo pode ser explicada somente por fatores genéticos, desde
gue a doenca é pouco frequente na populacdo de mesma etnia vivendo no continente
africano. Esta diferenca poderia ser explicada pela baixa penetracdo da luz solar na
pele escura, resultando em baixos niveis de vitamina D e aumento do risco de
desenvolver LES (226).

A influéncia da reposigéo de vitamina D foi estudada em uma coorte de 186389
pacientes femininas do Nurses' Health Study. De 1980 até 2002, foram confirmados
190 casos incidentes de LES e as doses utilizadas de vitamina D n&o tiveram relacao
com o risco de desenvolver esta doenga (227).

No Brasil, autores avaliaram 36 pacientes com LES e 26 controles saudaveis na
cidade de Sao Paulo. Os pacientes foram divididos em 2 grupos, quanto aos valores do
indice de atividade da doenca (SLEDAI — systemic lupus erythematosus disease activity
index): grupo 1 com SLEDAI médio de 22 (14-27) e grupo 2 com SLEDAI médio de 1,7
(0-3). Os niveis de 25(OH)D foram significativamente mais baixos no grupo 1, quando

comparados com 0 grupo 2 ou com individuos saudaveis (17,4+12,5 ng/ml versus
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44,6+14,5 ng/ml versus 37,8+13,7 ng/ml, respectivamente, p<0,001). A concluséo foi
gue ha uma prevaléncia aumentada de deficiéncia de vitamina D nos pacientes com
LES, especialmente naqueles com doenca ativa (228). Estudo piloto realizado no Rio
Grande do Sul, envolvendo 68 pacientes com LES, encontrou niveis de 25(OH)D
abaixo de 20 ng/ml em 20% dos casos (229).

Anticorpos anti-vitamina D foram estudados em pacientes com LES em 2007.
Participaram deste estudo 171 individuos com LES, 56 com sindrome do anticorpo
antifosfolipide, 18 com pénfigo vulgar e 78 controles saudaveis. Anticorpos anti-vitamina
D foram encontrados em 7 (4%), 2 (3,5%) e 2 (11%) pacientes, respectivamente. Nao
houve associacdo com niveis séricos de 25(OH)D. A Unica associacdo significativa foi
com a presenca do anti-dsDNA nos pacientes com LES (230). Em 2010, estudo
realizado na Pol6nia tentou correlacionar a presenca do anticorpo contra 1,25(0OH).D
com niveis séricos de 25(OH)D. Foram incluidos 45 pacientes e 49 controles, sendo
que destes, somente 30 dosaram o anticorpo contra 1,25(0OH),D. A dosagem da
25(0OH)D foi significativamente menor nos pacientes (15,03+8,69 ng/ml versus
23,37+12,34 ng/ml, respectivamente, p=0,0005). Anticorpos contra 1,25(OH),D foram
encontrados em 4 (8,88%) pacientes. Nenhuma diferenca estatisticamente significativa
foi vista entre estes anticorpos e a dosagem da vitamina D (231). O papel destes
autoanticorpos ainda precisa ser melhor estabelecido.

Evidéncias sugerem que a deficiéncia de vitamina D tem associa¢cdo com LES,
apesar de existirem varios fatores de confusdo que podem alterar seus niveis sericos
nesta doenca. A associacdo com caracteristicas clinicas e laboratoriais € menos
evidente, com estudos mostrando resultados contraditorios e pode depender da

populacdo avaliada. O papel dos autoanticorpos anti-vitamina D ainda € incerto.
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Avaliacdo genética do VDR em conjunto com niveis séricos de vitamina D em pacientes

com LES ainda nao foi realizada.

Tabela 1 Principais estudos sobre niveis séricos da vitamina D no LES

Autor Local Objetivo Tipo de estudo Resultados relevantes
(referéncia) Populagéo
Szodoray, et. Hungria Comparar achados clinicos e  Transversal Nivel médio: 26,88+13,25 ng/ml.
al., 2010 (222) laboratoriais com niveis de 177 pacientes 25(0OH)D: 18,1% 230 ng/ml, 44,6%
25(0OH)D. entre 15 e 30 ng/ml e 37,3% <15 ng/ml.
Relacéo inversa com pericardite
(p=0,013), doenga neuropsiquiatrica
(p=0,01), TVP (p=0,014) e indice de
atividade (SLEDAI) (p=0,038).
Broder, et.al., EUA Comparar risco de Transversal 25(0OH)D <20 ng/ml: 59% LES, 47% AR
2010 (232) deficiéncia de 25(0OH)D (<20 123 LES /100 e 67% DM1 (A).
ng/ml) em trés doencas AR /3691 DM1 25(0OH)D <20 ng/ml: 67% LES, 50% AR
cronicas (LES, AR e DM1). e 59% DM1 (hispanicos).
Comparado com o LES, deficiéncia de
vitamina D tem OR de 1,1 (IC95%:
0,62-2,1) na AR e 2,0 no DM1 (1C95%:
1,3-3,1).
Zheng, et. al., China Avaliar massa 6ssea e niveis  Caso-controle Massa 6ssea reduzida nos casos
2010 (221) de 25(0OH)D e 1,25(0H).D. (p<0,05).
Niveis de 25(0OH)D e 1,25(0OH).D
reduzidos nos casos (p<0,01).
Amital, et. al.,  Europa e Avaliar relacéo da atividade Transversal Baixos niveis de 25(0OH)D tiveram
2010 (220) Israel de doenga com niveis de 378 pacientes relagdo inversa com atividade de

vitamina D.

doenca (SLEDAI-2K e ECLAM)

(r=-0,12, p=0,018).
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Bogaczewicz, Polbnia
et. al., 2010

(231)

Kim, et. al., Coréia

2010 (219)

Cutillas- Espanha
Marco, et. al.,

2010 (233)

Ben-2vi, et. EUA

al., 2010 (218)

Toloza, et. al., Canada

2010 (217)

Comparar niveis séricos de
25(0OH)D em pacientes e

controles.

Comparar niveis séricos de
25(0OH)D em pacientes e
controles.

Avaliar associagdo com
indices de atividade e
cronicidade de doencga nos

casos.

Avaliar niveis séricos de
25(0OH)D em pacientes com
LC e comparar com
controles normais.

Avaliar relac@o da atividade
de doenga com niveis de

25(0H)D

Dosar niveis séricos de
25(OH)D e 1,25(0OH).D.
Avaliar associagao com
achados clinicos da doenca,
indices de atividade e

cronicidade e massa 6ssea.

Caso-controle

45/49

Caso-controle

104/49

Caso-controle

55/37

Transversal

198 pacientes

Transversal

124 pacientes

Niveis de 25(OH)D menores nos casos
(15,03+8,69 versus 23,37+12,34 ng/ml,
p=0,0005) — OR=3,28 (p=0,005).
25(0OH)D <10 ng/ml: 35,55%; 10-20
ng/ml: 35,55%; 20-30 mg/ml: 22,22% e
>30 ng/ml: 6,66% dos casos.

Niveis de 25(OH)D menores nos casos
(42,49+15,08 versus 52,72+15,19
ng/ml, p<0,001).

25(OH)D <30 ng/ml: 16,3% nos casos.
OR para insuficiéncia de vitamina D foi
de 4,6 (IC95% 1,0-20,7).

Nao foi encontrada associagdo com
indices de atividade (SLEDAI) e
cronicidade (SLICC/ACR) de doenca.
Niveis reduzidos nos pacientes

(p=0,038).

Niveis médios de 25(0OH)D: 14,2 ng/ml
(A); 20,5 ng/ml (hispanicos); 22 ng/ml
(asiaticos) e 29 ng/ml (E).

O grau de deficiéncia de vitamina D
teve relacdo inversa com atividade de
doenca (SLEDAI) (r=-0,234, p=0,002).
25(0OH)D <32 ng/ml: 66,7%.

25(0OH)D <16 ng/ml: 17,9%.

25(0OH)D associou-se diretamente com
estagdo do ano (verdo) e creatinina e
inversamente com dose de

glicocorticoide.
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Damanhouri,
et. al., 2009

(216)

Wu, et. al.,

2009 (215)

Wright, et. al.,

2009 (224)

Borba, et. al.,

2009 (228)

Lora, et.al.,

2008 (229)

Ardbia

Saudita

EUA

EUA

Brasil

Brasil

Comparar niveis séricos de Caso-controle

25(0OH)D em pacientes e 165/214
controles.
Avaliar associagdo entre Transversal

niveis séricos de 25(0OH)D e 181 pacientes

DCV.

Avaliar relacé@o da atividade Caso-controle

de doenga com niveis de 38/207
vitamina D em criangas e

adolescentes.

Avaliacdo de atividade de Caso-controle

doenca, marcadores 36/26
inflamatdrios, metabolismo

0sseo e vitamina D.

Determinar niveis de 25(OH)  Transversal

nos pacientes. 68 pacientes

1,25(0OH),D associou-se diretamente
com etnia (A) e inversamente com a
creatinina e dose de glicocorticéide.
Niveis de 25(OH)D menores nos casos
(9,445,5 ng/ml versus 25,8+11,6,
p<0,0001).

Niveis <30ng/ml: 98,8% versus 55% e
niveis <20 ng/ml: 89,7% versus 20%,
p<0,0001).

Nivel médio: 27,1+11,9 ng/ml.
25(0OH)D =15 ng/ml: 20%.

25(0OH)D <30 ng/ml: 62,2%.

Em modelo ajustado, maior atividade
de doenga (SLEDAI) associou-se com
baixos niveis de 25(OH)D.

Niveis de 25(OH)D: 18,0 ng/ml versus
22,3 ng/ml (p=0,004).

25(0OH)D <10 ng/ml: 36,8% versus
9,2%, p<0,001).

25(0OH)D <20 ng/ml — maior indice de
atividade de doenca (SLEDAI).

Niveis de 25(OH)D: Grupo 1 (SLEDAI
14-27): 17,4+12,5ng/ml; Grupo 2
(SLEDAI 0-3): 44,6+14,5 ng/ml e Grupo
3 (controle): 37,8+13,7 ng/ml (p<0,001).
Niveis de 25(0OH)D tiveram relagdo
inversa com atividade de doenca (r=-
0,65, p<0,001) no grupo 1.

Niveis de 25(0OH)D: 30,9+14,1 ng/ml.

25(0OH)D <20 ng/ml: 20%.
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Ruiz- Espanha
Irastorza,
et.al., 2008

(213)

Thudi, et. al., EUA

2008 (212)

Carvalho, et. Israel

al., 2007 (230)

Kamen, et. al., EUA

2006 (147)

Huisman, et. Canada

al., 2001 (223)

Determinar prevaléncia,
preditores e consequéncias
clinicas da deficiéncia de
vitamina D, definida como

25(0OH)D <10 ng/ml.

Determinar prevaléncia de
insuficiéncia de vitamina D,
definida como 25(OH)D<32

ng/ml.

Determinar niveis de
25(0OH)D e anticorpos anti-

vitamina D nos pacientes.

Comparar niveis séricos de
25(OH)D em pacientes e
controles.

Avaliar associagcdo com
caracteristicas clinicas e

laboratoriais nos pacientes.

Comparar niveis de vitamina

D nos grupos.

Transversal

92 pacientes

Transversal

37 pacientes

Transversal

171 pacientes

Caso-controle

123/240

Caso-controle

25LES/25FM

Niveis <30 ng/ml: 75%.

Niveis <10 ng/ml: 15%.

Deficiéncia de vitamina D — maior grau
de fadiga (VAS 0-10) (5,32 versus 4,03,
p=0,08).

N&o encontrou associagdo com indices
de atividade (SLEDAI) e cronicidade
SLICC/ACR) de doenca.

Niveis <32 ng/ml e <19 ng/ml em 65%
e 20% dos pacientes, respectivamente.
Niveis <19 ng/ml associaram-se com
pior estado funcional (HAQ) e fadiga
(VAS 0-10) nos pacientes.

Frequéncia de anti-vitamina D: 4%.
25(0H)D: 28,4+9,6 ng/ml no grupo anti-
vitamina D (+) versus 26,4+13,9 ng/ml
no grupo (-) (p=0,35).

Niveis reduzidos nos casos (21,6+12,9
ng/ml versus 27,4+15,7 ng/ml).
Resultado significativo nos E (p=0,04).
Individuos A versus E: 15,9+9,4 ng/ml
versus 31,3+14,9 ng/ml (p<0,01).
Niveis <10ng/ml — fotossensibilidade
(OR=12,9, IC95% 2,2-75,5) e nefrite
(OR=13,3, IC95% 2,3-76,7).

Niveis de 25(0OH)D: LES (18,6 ng/ml) e
FM (20,6 ng/ml) — NS

Niveis de 1,25(0OH).D: LES (74,4
pmol/l) e FM (90,1 pmol/l) — NS
Menores niveis de 1,25(0OH),D — uso

de hidroxicloroquina.
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Becker, et. al., Alemanha Avaliar influéncia da Transversal 25/57: niveis reduzidos.

2001 (211) 25(0OH)D sobre o 57 pacientes 9/57: abaixo de 5 ng/ml.
metabolismo 6sseo, massa Niveis baixos foram associados com
6ssea e indices de atividade maior indice de atividade de doenca.
de doenca.
Muller et. al., Dinamarca  Avaliar niveis de vitamina D Caso-controle Niveis reduzidos de 25(OH)D no LES
1995 (210) em diferente grupos. 21LES/29 AR/ em comparag¢do com OA (p=0,0168) e
120A /72 controles saudaveis (p=0,0008).
controles
O'Regan et. nao Avaliar niveis de Série de casos 7/12 apresentavam niveis reduzidos.
al., 1979 (209) referido 1,25(0OH)2D. 12 adolescentes

AbreviacOes: A (afrodescendente); AR (artrite reumatoide), DCV (doenga cardiovascular); DM1 (diabetes melito tipo 1); E
(eurodescendente); ECLAM (European consensus lupus activity measurement); EUA (Estados Unidos da Ameérica); VAS (visual
analogue scale); FM (fibromialgia); HAQ (Health Assessment Questionnaire); IC95% (intervalo de confianca 95%); LC (lGpus
cutaneo); LES (lGpus eritematoso sistémico); NS (n&o significativo); OA (osteoartrose); OR (odds ratio); SLEDAI (systemic lupus
erythematosus disease activity index); SLEDAI-2K (systemic lupus erythematosus disease activity index - 2000); SLICC/ACR

(systemic lupus international collaborating clinics / American College of Rheumatology); TVP (trombose venosa profunda).

2.5 DOENCAS ASSOCIADAS COM POLIMORFISMOS DO GENE VDR

A influéncia de alguns polimorfismos do gene VDR tem sido estudada em
diversas condicbes clinicas. Evidéncias, muitas vezes controversas, da participacao
destas alteracbes genéticas, ja foram encontradas em pacientes com
hiperparatireoidismo, nefrolitiase, céanceres, calcificagdo arterial coronariana,
hipertensao arterial sistémica e doencas autoimunes (129).

Em pacientes com insuficiéncia renal cronica ha evidéncias da influéncia dos
polimorfismos Bsml e Fokl nos niveis do PTH. O alelo b do polimorfismo Bsml

relacionou-se com maiores niveis de PTH e, consequentemente, com maior frequéncia
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de hiperparatireodismo secundario (234). Neste sentido, o alelo B associou-se com
menores niveis de PTH, principalmente naqueles pacientes que eram homozigotos
(235). Pacientes com o genotipo BB apresentaram maior reducdo do PTH apdés injecéo
de calcitriol (236). Estas evidéncias sugerem que o polimorfismo Bsml pode interferir no
funcionamento do VDR localizado nas glandulas paratiredides em pacientes com
insuficiéncia renal crénica. Além dos achados com o polimorfismo Bsml, estudo sugeriu
associacdo entre o alelo F do polimorfismo Fokl e niveis aumentados de PTH. Este
resultado foi contrario ao esperado, visto que este alelo associa-se com maior atividade
funcional do VDR. Uma possivel explicacdo seria que menores niveis de 1,25(0OH).D
associadas ao alelo F, poderiam exercer menor controle negativo sobre o PTH (237).

Os polimorfismos Bsml, Fokl, Taql e Apal foram estudados em pacientes com
nefrolitiase. Evidéncias significativas, porém discrepantes entre os autores, mostraram
associacado com hipercalcilria e hipocitraturia, condicdes predisponentes a formacao de
calculos renais (129).

Quanto a influéncia genética destes polimorfismos no metabolismo 6sseo, ha
evidéncias que pacientes com genétipo b/b tém maior massa 6ssea do que pacientes
com gendtipo B/B (158, 238), entretanto muitos resultados controversos tém sido
encontrados. O efeito do polimorfismo Bsml é pequeno (2-3%) e fortemente
influenciado por fatores nédo genéticos (129).

Recente revisdo sobre a participagdo dos polimorfismos do VDR em neoplasias
concluiu que ha significativa associagdo com cancer de mama (Fokl, Bsml, Taql, Apal,
e poliA), pele (Fokl e Bsml), colon (Fokl e Bsml), ovario (Fokl e Apal), bexiga (Fokl) e
rim (Taql e Apal). Para todas elas, no entanto, ha dados muito controversos. As

associacdes mais robustas sdo para cancer de mama (Bsml e Fokl), prostata (Fokl) e
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melanoma (Fokl). Quanto ao progndstico, hd maior associa¢cdo com cancer de préstata
(Fokl), mama (Bsml e Tagq]l), rim (Taql) e melanoma (Bsml) (239).

O papel exercido pela vitamina D e seu receptor nas células T e também nas
células B pancreaticas ajuda a entender melhor a relacdo que os polimorfismos Fokl,
Bsml, Tagl e Apal tém mostrado com DM1 e 2 (129). Os alelos B e F parecem ter
relacdo com resisténcia a insulina, maior indice de massa corporal e dislipidemia.
Dados de diferentes populacdes, entretanto, mostraram resultados discrepantes (240).

Outras doencgas também evidenciam relagdo com polimorfismos do VDR (129).
Estudos sugerem influéncia do polimorfismo Bsml na presséao arterial e em doencas
cardiovasculares. Ambos alelos B e b ja foram relacionados com hipertensdo arterial
sistémica e o alelo B com susceptibilidade a infarto do miocéardio e espessamento
miointimal das artérias (241-243). Diversos autores de diferentes partes do mundo tém
sugerido a influéncia de alguns polimorfismos do VDR em pacientes com LES, AR,
doenca de Crohn, doenca de Graves, doenca celiaca, cirrose biliar primaria, hepatite
autoimune, doenca de Addison, esclerose multipla e infeccéo por tuberculose.

Existe vasta quantidade de informacao sobre o papel dos polimorfismos do gene
VDR na susceptibilidade de doencas, porém, os resultados sdo conflitantes. E possivel
que a influéncia da etnia, da dieta, da latitude e de fatores ainda desconhecidos
determine esta variabilidade. O conhecimento ainda pequeno das consequéncias
funcionais a nivel molecular e celular destas alteracdes genéticas também contribuir

para estes achados.
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2.6 POLIMORFISMOS DO GENE VDR EM PACIENTES COM LES

Estudos tém mostrado associagao do polimorfismo Bsml do gene VDR com LES
(tabela 2). Em 2000, estudo com 58 pacientes japoneses com LES evidenciou maior
frequéncia do gendtipo B/B (15,5% versus 5,7%, p<0,0001), quando comparados com
controles sem a doenca. Adicionalmente, foi encontrada uma maior frequéncia do
genotipo b/b nos pacientes que apresentavam doenca renal com sindrome nefrética
(61,5% versus 35,7%, p=0,0034) (244). Em 2002, autores chineses, estudando 47
pacientes com LES e 90 controles saudaveis, encontraram maior frequéncia do alelo B
nos casos (39,4% versus 8,3%, OR=7,4, p<0,0001). Neste estudo nao foi encontrada
associacdo com manifestacdes clinicas ou laboratoriais da doenca (245). Em 2006 e
2010, estudos com 101 pacientes tailandeses e 60 iranianos, respectivamente, nao
encontraram associa¢ado entre o polimorfismo Bsml e LES ou manifestacfes clinicas e
laboratoriais da doenca (246, 247). Em 2002, um Unico estudo avaliou o polimorfismo
Fokl em 52 pacientes com LES e 90 controles saudaveis e ndo encontrou diferencas
significativas quanto as frequéncias alélicas e genotipicas (248).

Em 2010, foi publicada uma metanalise com os estudos que avaliaram o0s
polimorfismos Bsml e Fokl em pacientes com LES. Os autores mostraram que o alelo B
tem associacdo significativa com LES (OR=3,58, p=0,007). Os resultados com o

polimorfismo Fokl ndo foram significativos (249).
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Tabela 2 Estudos de associacao entre os polimorfismos do gene VDR e LES

Populacao Polimorfismo
Autor (referéncia) Pais (etnicidade) Resultados relevantes
(casos/controles)  estudado

Ozaki et. al., LES e alelo B (p<0,0001)
Japao (asiaticos) 58/87 Bsml
2000 (244) Nefrite e alelo b (p=0,03)
Huang et. al.,
Taiwan (asiaticos) 47/90 Bsml LES e alelo B (p<0,0001)
2002 (245)
Huang et. al.,
Taiwan (asiaticos) 52/90 Foki N&o significativos
2002 (248)
Sakulpipatsin et.
Tailandia (asiaticos) 101/194 Bsml Né&o significativos
al., 2006 (246)
Abbasi et. al.,
Ird (ndo referida) 60/45 Bsml Na&o significativos
2010 (247)

A deficiéncia da vitamina D associa-se com o LES e indices de atividade e
cronicidade da doenca, porém com algumas discrepancias nas diferentes populacées
estudadas, muito provavelmente por fatores de confusao relacionados com etnia, dieta,
uso de medicacles, latitude, obesidade, tabagismo, variagcdes climaticas, ritmo
circadiano e fatores ainda desconhecidos. O papel dos polimorfismos do gene VDR
ainda é limitado, visto que h& poucas evidéncias sobre sua influéncia na acédo da
vitamina D. Evidéncias recentes sugerem sua influéncia nos niveis de 25(OH)D em
pacientes com esclerose mdltipla. Embasados no conhecimento atual, propomos a
realizacdo de um estudo caso-controle para avaliar se polimorfismos Bsml e Fokl do
gene VDR conferem risco aumentado para o desenvolvimento do LES na nossa

populacdo. Adicionalmente, havera dosagem da 25(OH)D nos pacientes e avaliacdo da
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possibilidade de associacdo dos seus niveis séricos com 0s polimorfismos Bsml e Fokl
ou com expressodes clinicas e laboratoriais da doenca. Este trabalho podera contribuir
para melhorar o entendimento do papel da vitamina D e do seu receptor nos pacientes

com LES, especialmente no nosso meio.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Estudar a frequéncia dos polimorfismos Bsml e Fokl do gene VDR em uma
populacdo de pacientes com lUpus eritematoso sistémico e comparar com controles

saudaveis.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Avaliar possivel associacdo entre os polimorfismos Bsml e Fokl do gene VDR
e expressoes clinicas e laboratoriais encontradas em pacientes com lUpus eritematoso
sistémico.

2- Determinar os niveis séricos de vitamina D nos pacientes com lapus
eritematoso sistémico e investigar se existe associacdo da sua concentracdo com 0s
polimorfismos Bsml e Fokl do gene VDR.

2- Identificar possivel associacdo entre 0s niveis séricos de vitamina D e
manifestacdes clinicas e laboratoriais encontradas em pacientes com IlUpus eritematoso

sistémico.
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Abstract

Vitamin D deficiency has been described in systemic lupus erythematosus (SLE).
The Bsml VDR (vitamin D receptor) gene polymorphism was associated with SLE in
Asian patients. Studies in the Brazilian population have not been conducted. A case-
control study with 195 SLE patients and 201 healthy controls was performed to
investigate the influence of Bsml and Fokl VDR gene polymorphisms on the
susceptibility to SLE. In addition, 25-hydroxyvitamin D [25(OH)D)] was measured in SLE
patients in order to evaluate possible associations with VDR polymorphic variants and
clinical and laboratory expressions of the disease. Genotyping was performed using
RFLP-PCR. The measurement of 25(0OH)D was performed by chemiluminescence.
There was no statistically significant difference in genotic and allelic frequencies of Bsmi
and Fokl polymorphisms among European-derived cases and controls. The mean serum
levels of 25(OH)D were 25.51+11.43 ng/ml in SLE patients. Based on the genotype
distribution, 25(OH)D concentrations were significantly higher in patients carrying the
Fokl f/f genotype, when compared with patients carrying the F/F genotype (31.6+14.1
ng/ml versus 23.0+9.2 ng/ml, p=0.004), thus reinforcing its role in the functional activity
of VDR. This feature may be considered in future clinical and experimental studies
involving vitamin D measurements. Genetic-specific definitions of ideal levels of vitamin

D in SLE should therefore be established in future studies.

Keywords: systemic lupus erythematosus, vitamin D receptor, Bsml
polymorphism, Fokl polymorphism, vitamin D, 25-hydroxyvitamin D, genetics and

immunology.
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Introduction

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a chronic autoimmune inflammatory
disease that affects many organs and systems. Etiology and pathogenesis of SLE still
remains poorly understood. Many observations suggest a role of genetic, immunologic,
hormonal and environmental factors (1). Abnormal immune system response allows the
processing of self antigens by antigen presenting cells, hyperactivation of B and T cells
and failure of immunoregulatory mechanisms.

Vitamin D and its associated receptor (VDR - vitamin D receptor) have
immunomodulatory properties. In addition, studies on the role of vitamin D in the
activation of the immune response have provided new insights into the function of this
vitamin. It presents inhibitory effects on T cells, B cells and dendritic cells, while it alters
the cytokine profile toward the Th2 phenotype tolerogenic (2). These suppressive
immunologic properties have led to the investigation of a possible role in SLE
pathogenic mechanisms (3).

Studies have shown lower levels of vitamin D in SLE patients, thereby suggesting
that vitamin D deficiency may be a risk factor for SLE development (4). However, vitamin
D intake was not associated with risk of SLE in a large prospective cohort of women (5).
Most studies have documented an association between higher disease activity and
lower vitamin D levels (4). Up untill now, the physiologic and clinical significance of
vitamin D deficiency in SLE is still not entirely known.

The action of vitamin D depends on the VDR synthesized by the VDR gene,
which is located on chromosome 12 and composed of 9 exons (6). It has emerged as a
candidate for SLE susceptibility, as a result of the role of vitamin D in the immune

system. Four major polymorphisms (Bsml, Apal, Tagl and Fokl) have been described,
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although their influences on VDR function are still unknown. Some studies have verified
the occurrence of certain VDR gene polymorphic variants in SLE patients. A recent
meta-analysis has suggested that allele B from Bsml VDR gene polymorphism had a
significant association with SLE in Asian patients (7). The Fokl polymorphism did not
show association with SLE in a single Chinese study (8). Furthermore, different studies
have described controversial associations of such allelic variants with specific clinical
features in SLE patients.

Facing the lack of reports concerning the role of vitamin D and VDR gene allelic
variants in SLE and the fact that there are few studies in Brazil, a case-control study was
conducted to investigate whether Bsml and Fokl VDR gene polymorphisms could be
susceptibility or severity markers of SLE. In addition, 25-hydroxyvitamin [25(OH)D)] was
measured in SLE patients for the purpose of assessing possible associations with VDR

gene polymorphic variants, as well as clinical and laboratory expressions of the disease.

Patients and Methods

Study Population

The study population consisted of 195 consecutive SLE patients identified as
European-derived and as African-derived. The classification was based on physical
appearance, as judged by the researcher at the time of blood collection, and data on the
ethnicity of parents/grandparents, as reported by the participants. The classification
criteria used in Brazil is well documented and had been used by our group in previous
studies (9). Also, a recent study assessing individual interethnic admixture and
population substructure by means of a panel composed of 48-insertion-deletion

ancestry-informative markers has validated this classification in European-derived
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individuals from our region (10). SLE patients were followed up at the Rheumatology
Clinic of Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Demographic, clinical and laboratory data
about patients were collected from the medical records. All patients had fulfilled the
American College of Rheumatology (ACR) revised criteria for the classification of SLE
(11). The control group consisted of 201 healthy sex-matched European-derived
individuals from the same urban center. African-derived controls were not included in the
control group. The Ethics Committee of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre has
approved the study protocol while the free and informed consent - in accordance with

the Declaration of Helsinki - was obtained from all participants.

Clinical and laboratory variables

Using a standardized questionnaire, the following variables were recorded during
recruitment of patients: age, gender, phototype (12), smoking status, alcohol
consumption, body mass index (BMI), oral vitamin D supplementation and treatment
with hydroxychloroquine, corticosteroids and immunosuppressive drugs. Clinical
manifestations of SLE included the presence of photosensitivity, malar rash, discoid
rash, oral or nasal ulcers, arthritis, serositis (pleuritis or pericarditis), nephritis and
neurological diseases defined as seizures or psychosis. The laboratory evaluation
included the presence of hematological disorders (hemolytic anemia, leukopenia,
lymphopenia or thrombocytopenia), positive antinuclear antibody (ANA) (titer>1:100), or
other autoantibodies such as anti-dsDNA, anti-Sm, anti-RNP, anti-Ro/SS-A, anti- La/SS-
B, anticardiolipin, lupus anticoagulant and false positive VDRL. Patients were also
evaluated in regard to secondary antiphospholipid syndrome and Sjogren’s syndrome,

based on the classification criteria established for both diseases (13, 14). SLEDAI (15)
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and SLICC damage index (16) were applied to each patient as a measurement of

disease activity and cumulative damage, respectively.

Measurement of vitamin D

Blood samples were collected during the medical consultation, between 4 and 6
p.m., after at least 4 hours of fasting. In order to limit the effect of seasonal fluctuation of
vitamin D photosynthesis, patients were recruited in spring period. All samples were
frozen at -70°C and analyzed at the same time. Serum 25(OH)D levels were measured
by chemiluminescence assay (LIAISON - DiaSorin Inc, Stillwater/MN, CV 6% intra-
assay).

Vitamin D deficiency was considered when levels correponded to 25(OH)D <20
ng/ml (17). The normal range of 25(OH)D levels was defined as =230 ng/ml (18). Serum
levels between 20 and 30 ng/ml were classified as insufficiency status and those <10

ng/ml were categorized as critically low vitamin D levels (19).

DNA Extraction and Genotyping

Using a salting out method, genomic DNA was isolated from peripheral blood
cells (20). Then, DNA samples were stored at -20°C, and genotyping was performed as
previously described (8, 21-25). For Fokl genotyping (rs10735810, recently merged with
rs2228570), a polymerase chain reaction (PCR) amplification of VDR gene fragment
was carried out up to a total volume of 25 pl, containing genomic DNA, Tag polymerase
buffer, MgCl,, dNTP, specific primers and Tag DNA polymerase (Invitrogen Corporation,
San Diego, CA, USA). The primers used were 5'-

AGCTGGCCCTGGCACTGACTCTGCTCT-3' and 5'-
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ATGGAAACACCTTGCTTCTTCTCCCTC-3' (8). The cycling conditions were set as
follows: one cycle at 94°C for 5 minutes, 35 cycles at 94°C for 30 seconds, 58°C for 30
seconds, 72°C for 20 seconds, and a final cycle of extension at 72°C, for 7 minutes. The
PCR product of 265 bp was cleaved by Fokl (FastDigest® BseGl, Fermentas, Canada),
according to manufacturer's instructions. Two fragments of 169 bp and 96 bp were
obtained in case the product was excisable. The fragments were visualized in 6%
polyacrylamide gel stained with ethydium bromide under ultraviolet light. The
polymorphism was then divided into 3 groups: excisable (ff), unexcisable (FF) and
heterozygote (Ff). For Bsml genotyping (rs1544410), a PCR was carried out up to a total
volume of 50 pl, which contained the reagents described above. The primers used were
5'-CAACCAAGACTACAAGTACCGCGTCAGTGA-3 and 5'-
AACCAGCGGGAAGAGGTCAAGGG-3' (23). The cycling conditions were set as follows:
one cycle at 95°C for 3 minutes, 30 cycles at 95°C for 30 seconds, 56°C for 30 seconds,
72°C for 30 seconds, and a final cycle of extension at 72°C, for 10 minutes (21). The
PCR product of 825 bp was cleaved by Bsml (FastDigest® Mval269l, Fermentas,
Canadd), according to manufacturer's instructions. Two fragments of 650 bp and 175 bp
were obtained in case the product was excisable. The fragments were visualized at the
same conditions described above. Polymorphism was therefore divided into 3 groups:

excisable (bb), unexcisable (BB) and heterozygote (Bb).

Statistical analysis
A descriptive analysis of data was conducted through the calculation of mean and
standard deviation (SD) for quantitative variables, while frequency and percentage were

calculated for categorical variables. Median and interquartile range were calculated for
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quantitative variables with asymmetrical distribution. The chi-square test with continuity
correction or Fisher's exact test has been used in order to compare the frequencies of
polymorphic variants. The odds ratio and 95% confidence interval were likewise
calculated. For the comparison of clinical and laboratory variables with the frequencies
of polymorphic variants, the chi-square test has been used to compare qualitative
variables, while the ANOVA (or Kruskal-Wallis) was used for quantitative variables, and
the Bonferroni correction was used to set the level of statistical significance. The Hardy-
Weinberg equilibrium test was performed in cases and controls using the chi-square
test.

A multiple linear regression was used to evaluate associations within genotypes
with levels of 25(OH)D, thereby adjusting potential confounders (26), such as phototype,
ethnicity, age, gender, smoking status, BMI, hydroxychloroquine use, corticosteroids use
and vitamin D supplementation. After the variable has been categorized as previously
described, a multiple logistic regression was used to evaluate factors associated with
25(0OH)D deficiency. Odds ratio and 95% confidence intervals were estimated using
logistic regression to determine the disease characteristics associated with vitamin D
deficiency, thus adjusting the same confounding factors described above.

Data were analyzed using the SPSS software version 17.0, whereas the two-

tailed values of p<0.05 were considered to indicate statistical significance.

Results
One hundred and ninety five SLE patients were included in the study: 148
(75.9%) European-derived and 47 (24.1%) African-derived. One hundred and eighty

three (93.8%) were women and 12 (6.2%) were men. The average age of patients was
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42.6+13.9 years and the average age at diagnosis was 32.5+13.7 years. Table 1 shows
the frequencies of clinical and laboratory features of SLE patients. Secondary Sjogren’s
syndrome was found in 6.7% (13/195), while antiphospholipid syndrome was noted in
7.2% (14/195) of patients. The medians for SLEDAI and SLICC were 2 and O,
respectively. It has been noted that male patients had a higher frequency of nephritis
(83.3% versus 43.2%, p=0.016), although the number of individuals in this group was
relatively small. No other statistically significant differences were found between
genders.

One hundred and fifty three in the 195 SLE patients analyzed, had complete Fokl
and Bsml genotyping and 25(OH)D measurement. Forty two patients have not
completed at least one of these variables due to problems during the implementation of
techniques for genotyping and determination of vitamin D. The missing data were
random and did not interfere in the final analysis, since when comparing the two groups
(with and without all data), no significant differences were found for clinical and
laboratory features (data not shown).

The frequencies of Bsml and Fokl VDR gene polymorphisms were studied in
European-derived SLE patients and healthy controls (Table 2). The genotypic
frequencies were in Hardy-Weinberg equilibrium in both cases and controls. Twenty
(16.5%) in 121 European-derived SLE patients were B/B, while 61 (50.4%) were B/b
and 40 (33.1%) were b/b. When compared to 201 healthy European-derived controls [31
(15.4%), 97 (48.3%) and 73 (36.3%), respectively], no statistically significant difference
was observed for Bsml genotypes distribution (p=0.836). Sixty four (48.9%) in the 131

European-derived SLE patients were genotyped as F/F, 56 (42.7%) as F/f and 11
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(8.4%) as f/f. When compared to 198 healthy European-derived controls [86 (43.4%), 94
(47.5%) and 18 (9.1%), respectively], no statistically significant difference were noted in
the Fokl genotype distribution (p=0.626). In addition, no statistically significant difference
was found in the frequencies of Bsml and Fokl among European and African-derived
SLE patients (Table 2) (p=0.248 and p=0.775, respectively). The allelic frequencies of
alleles B, b, F and f were studied for European-derived SLE patients and compared to
European-derived controls and African-derived patients. No significant differences were
observed (Table 2). Associations between VDR polymorphisms and clinical and
laboratory features of SLE patients described in table 1 were investigated. Both allelic
and genotypic distribution were considered. After applying the Bonferroni correction, no
results achieved statistical significance (data not shown).

The 25(0OH)D levels were measured in 181 SLE patients and a mean of
25.51+11.43 ng/ml was found. European-derived patients (n=134) had levels of
25.9+£11.43 ng/ml, while African-derived (n=47) had levels of 24.3+11.44 ng/ml
(p=0.384). When patients were classified according to vitamin D status, the following
distribution was observed: 55 (30.4%) had normal, 63 (34.8%) insufficient, 52 (28.7%)
deficient and 11 (6,1%) critically low serum levels. Fifty six percent of patients with
deficiency received at least 800 IU of vitamin D per day. According to genotype
distribution, 25(OH)D levels were significantly higher in patients carrying the f/f
genotype, when compared to F/F (31.6+14.1 ng/ml versus 23.0+9.2 ng/ml, p=0.004),
even after adjusting for confounding variables (Tables 3 and 4). Vitamin D levels were

not different when Bsml genotypes were considered (Table 3).
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Vitamin D deficiency did not present association with any demographic, clinical
and laboratory features in SLE patients (Table 5). Secondary antiphospholipid
syndrome, Sjogren’s syndrome, SLEDAI and SLICC damage index were similar in
patients with or without levels of 25(OH)D inferior to 20 ng/ml. All data were adjusted for

confounding variables.

Discussion

The pathogenesis of SLE is complex and probably involves multiple factors.
Target tissue damage could be caused by pathogenic autoantibodies and immune
complexes. Abnormalities in the immune system allow the processing of self antigen by
antigen presenting cells, persistence and hiperactivation of B and T cells and failure to
maintain immunoregulatory networks. Several cells involved in the immune system
express VDR and key vitamin D metabolizing enzymes, which could explain the
suppressive effects of vitamin D on immunity.

Most biological activities of vitamin D are mediated by the VDR. Genetic variation
on the VDR gene could lead to significant receptor dysfunction, which could affect
calcium metabolism, cell proliferation and the immune response. Polymorphisms in VDR
gene have been associated with health outcomes involving low bone density,
cardiovascular disease, cancers, autoimmunity and infections; yet, the effects of these
polymorphisms on the VDR protein expression and function need more clarification (27).
The Bsml, Apal and Taqgl polymorphisms show strong linkage disequilibrium with each
other. The Bsml and Apal polymorphisms are located in intron 8 and the Tagq|l
polymorphism is located at exon 9, a region that was suggested by some authors to be

related to mRNA stability (23). Other studies suggest that a polymorphism in the Fokl
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located inside a start codon creates an alternative start site, thus leading to the
occurence of a different lenght protein. With respect to its transactivation activity as a
transcription factor, the short protein (allele F) seems to be more active than the long
variant (allele f). However, this effect seems to be gene and cell specific (28, 29). An in
vitro study has provided evidences that alleles F and f lead to different effects in the
immune system. When compared with allele f, the allele F showed a higher
transcriptional activity of immune specific transcription factors, as well as on the more
functional level of proliferation and cytokine synthesis by immune cells (30). Still, the
clinical impact of the VDR Fokl polymorphism remains unclear.

Some authors have studied the association of Bsml and Fokl VDR
polymorphisms with SLE development, but results were limited. Studies of Japanese
(n=58) (24) and Chinese (n=47) (31) patients have reported an association of the BB
genotype with SLE, whereas studies of Thai (n=101) (21) and Iranian (n=60) (32)
patients have not reproduced these results. In addition, bb genotype has been
associated with renal disease in Japanese patients (24). When compared with controls,
a Chinese study (n=52) examining the VDR Fokl polymorphism could not identify any
association of Fokl polymorphism in patients diagnosed with SLE (8). Our study has
involved the largest number of SLE patients studied so far. No associations were found
between Bsml and Fokl polymorphisms and SLE susceptibility or clinical and laboratory
expressions of disease. These results could be explained by ethnic factors, since the
influence of Bsml on Japanese and Chinese SLE patients were also different from Thai
and Iranian SLE patients. The Fokl polymorphism seems not to be associated with SLE
in different populations. Another interesting finding was the similar distribution of allele f

between European and African-derived patients, thereby agreeing with the results of
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another study conducted in Brazil (33). This data is different from that present in the
literature, where the allele f is predominantly found in European-derived and Asian
people (34). That could result from the high degree of genetic admixture of our African-
derived population (35).

A recent systematic review has described two studies that showed a significant
relationship between the Fokl polymorphism and 25(OH)D serum levels (36). Orton et.
al. have found 25(OH)D concentrations of 25.8+2.2 ng/ml in homozygous genotype
coding for the shorter VDR variant, in comparison with 33.3+1.6 ng/ml in heterozygous
and homozygous genotypes coding for the longer VDR variant (p=0.005) (37). Smolders
et. al. showed statistically significant lower concentrations of 25(OH)D associated with
F/F genotype, when compared with f/f genotype (38). Both studies involved patients with
multiple sclerosis (MS). Yet, two other studies have not evidenced significant
differences: neither Engelman et. al. studying Hispanics and African Americans patients
from Insulin Resistance Atherosclerosis Family Study or Wijst et. al. studying patients
from German Asthma Family Study have observed associations between vitamin D
levels and Fokl and Bsml polymorphisms (39, 40). Other studies - not included in this
systematic review - have reported controversial findings. When compared to f/f
genotype, Abrams et. al. have published in 2005 a significant association of F/F
genotype with lower 25(OH)D serum concentrations, in healthy American adolescents
(26.2£1.2 ng/ml versus 32.4+1.6 ng/ml, p=0.009) (41). When studying patients with
breast cancer, Abbas et. al. has not observed the same results (42). For the first time
ever, we report that the carriers of F/F genotype have significantly lower 25(OH)D
concentrations than the carriers of f/f genotype among SLE patients. Although Fokil

polymorphism has not had significant association with SLE, it could have implicated
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important consequences for vitamin D metabolism in SLE patients. Previous studies
suggest that 1,25-dihidroxyvitamin D [1,25(0OH).D], an active form of vitamin D, has
negative control over its own levels and the levels of its precursor [25(OH)D)] through
the VDR (43-45). Allele f may be associated with VDR dysfunction, hence allowing an
increased synthesis of 25(OH)D, which could explain the observation of higher vitamin D
levels in individuals with f/f genotype. Still, other described genetic factors influencing
production, elimination and transportation of vitamin D could influence 25(OH)D
concentration and confound our results.

Vitamin D deficiency has been associated with SLE in studies with different
populations. The first study that demonstrated low levels of vitamin D among SLE
patients was published in 1979 (46). Since then, multiple studies have confirmed that
the majority of SLE patients have decreased levels of vitamin D (19, 47, 48). By
comparing 123 SLE patients and 240 age and sex-matched controls from United States,
Kamen et. al. have noticed a trend toward lower 25(OH)D levels in cases (21.6+12.9
ng/ml versus 27.4+15.7 ng/ml), which was significant in European-derived (p=0.04), but
not in African-derived individuals (p=0.36). Overall, 67% of patients had vitamin D
deficiency, and the average dose of 25(0OH)D was significantly lower in African-derived
patients, when compared with European-derived individuals (15.9+9.4 ng/ml versus
31.3+14.9 ng/ml, p <0.01) (19). Despite there is evidence of a relationship between
vitamin D deficiency and SLE, vitamin D intake was not associated with risk of SLE in a
large prospective cohort of women (5). The role of vitamin D on clinical and laboratory
features of SLE has been demonstrated, specially associating low levels of vitamin D

with activity and damage indexes, fatigue index and cardiovascular disease; yet, results
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are controversial in the different populations studied (49-55). In S&o Paulo - Brazil, a
study has evaluated 36 patients with SLE and 26 healthy controls. Patients were divided
into 2 groups, considering the values of SLEDAI: Group 1 with mean SLEDAI of 22 (14-
27) and Group 2 with mean SLEDAI of 1.7 (0-3). Levels of 25(OH)D were significantly
lower in Group 1, when compared with Group 2, or healthy controls (17.4+12.5 ng/ml
versus 44.6x14.5 versus 37.8+13.7, respectively, p<0.001). There was an increased
prevalence of vitamin D deficiency in SLE patients, especially those with active disease
(51). Our study has not found a significant association between vitamin D deficiency and
clinical and laboratory manifestations of SLE. No associations with vitamin D status were
observed for SLEDAI, SLICC damage index, Sjégren's syndrome and antiphospholipid
syndrome. Factors such as season, age, ethnicity, sun exposure, use of sunscreens,
smoking status, certain drugs, skin pigmentation, limited amount of vitamin D obtained
from diet and the recently described genetic factors may influence results in different
studies and requires careful consideration when evaluating the serum levels of vitamin D
(26).

Vitamin D deficiency in our population was observed in 34.8% of all patients and
the mean level of 25(OH)D was 25.51+11.43 ng/ml, and the result was already
expected. Other studies concerning specific groups of people in our region have shown
a high prevalence of vitamin D deficiency. Scalco et. al. have detected 25(OH)D levels
<20ng/ml in 85.6% of 98 individuals living in two non-profit homes for old people (56).
When studying resident physicians, Premaor et. al. have found mean levels of 25(0OH)D
of 17.9+8.0 ng/ml, while 57.4% presented serum 25(OH)D levels below 20 ng/ml (57).

Our patients may have had a lower prevalence of vitamin D deficiency due to the

121



frequent use of oral vitamin D supplementation. Even so, more than 50% of patients with
vitamin D deficiency were taking at least 800 IU of vitamin D per day. It has been
suggested that SLE patients need larger doses of vitamin D in order to achieve normal
serum levels. Current recommendations about vitamin D supplementation in SLE
patients are being discussed, but there is still no consensus (18, 58, 59); besides, our
findings should be considered in order to determine optimal doses of vitamin D
replacement.

Hence, it follows that our results have clearly indicated that Fokl and Bsml VDR
polymorphisms are not risk factors for SLE, thus supporting the idea that VDR
polymorphisms influence SLE development, according to the genetic background of the
studied population. Vitamin D deficiency seems not to have a direct effect on clinical and
laboratory features of SLE patients in our population. Nevertheless, our study is the first
report that describes Fokl genotypes as an important factor in the 25(OH)D
concentration among SLE patients. It is important to take this finding into consideration
for future clinical and experimental studies aiming to evaluate 25(OH)D levels. In case
genotypes are related to vitamin D status, the serum concentrations of 25(OH)D
required to reduce disease outcomes should be individualized for each patient and new
guidelines about vitamin D supplementation shall include such new genetic
information.  Genetic-specific definitions of ideal levels of vitamin D in SLE need

therefore to be established in future studies.
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Table 1 Demographic, clinical, and laboratory features of SLE patients.

Whole European-derived African-derived
Patients’s features p value®
(n=195) (n=148) (n=47)

Females (%) 183 (93.8) 138 (93.2) 45 (95.7) 0.734
Age (yearstSD) 42.6+13.9 42.3+14.0 43.5+13.7 0.607
Age at diagnosis (yearszSD) 32.5+13.7 32.7+13.7 33.9£13.6 0.425
Disease duration (years)® 9.2 (3.4-15.2) 9.7 (3.4-15.7) 8.2 (3.3-14.8) 0.600
Malar rash (%) 120 (61.5) 94 (63.5) 26 (55.3) 0.404
Discoid rash (%) 27 (13.8) 16 (10.8) 11 (23.4) 0.053
Photosensitivity (%) 153 (78.5) 123 (83.1) 30 (63.8) 0.009
Oral ulcers (%) 78 (40.0) 62 (41.9) 16 (34.0) 0.432
Arthritis (%) 165 (84.6) 127 (85.8) 38 (80.9) 0.556
Serositis (%) 55 (28.2) 40 (27.0) 15 (31.9) 0.644
Nephritis (%) 89 (45.6) 65 (43.9) 24 (51.1) 0.491
Neurologic disorders (%) 24 (12.3) 19 (12.8) 5 (10.6) 0.885
Hematologic disorders (%) 151 (77.4) 111 (75.0) 40 (85.1) 0.214
Hemolytic anemia (%) 59 (30.3) 45 (30.4) 14 (29.8) 1.000
Leuko/lymphopenia (%) 124 (63.6) 90 (60.8) 34 (72.3) 0.209
Thrombocytopenia (%) 50 (25.6) 35 (23.6) 15 (31.9) 0.348
Immunologic disorders (%) 142 (72.8) 110 (74.3) 32 (68.1) 0.516
Anti-dsDNA (%) 107 (54.9) 83 (56.1) 24 (51.1) 0.664
Anti-Sm (%) 31 (15.9) 20 (13.7) 11 (23.4) 0.178
Anticardiolipin (%) 59 (30.3) 44 (29.9) 15 (31.9) 0.940
Lupic Anticoagulant (%) 21 (10.8) 20 (13.6) 1(2.1) 0.053
False positive VDRL (%) 14 (7.2) 10 (6.8) 4 (8.5) 0.747
ANA (%) 193 (99.0) 146 (99.3) 47 (100) 1.000
Anti-Ro/SSA (%) 87 (44.6) 62 (42.5) 25 (53.2) 0.264
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Anti-La/SSB (%)

Anti-RNP (%)

Sjogren (%)

Antiphospholipid syndrome (%)
SLEDAI"

sLicc®

28 (14.4)
56 (28.7)
13 (6.7)
14 (7.2)
2 (0-4)

0 (0-1)

18 (12.3)
41 (28.1)
12 (8.2)
11 (7.4)
2 (0-4)

0 (0-1)

10 (21.3)
15 (31.9)
1(2.1)
3(6.4)
2 (0-5)

0 (0-1)

0.202

0.750

0.194

1.000

0.625

0.814

Abbreviations: SD (standard deviation); SLEDAI (systemic lupus erythematosus disease activity index); SLICC (systemic

lupus international collaborating clinics).

aChi square test for qualitative variables and Mann-Whitney for asymmetric quantitative variables or Student’s t-test for

symmetric quantitative variables.

®Median (interquatile range).
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Table 2 Bsml and Fokl genotypic and allelic frequency on European-derived SLE patients,

European-derived controls and African-derived SLE patients.

European-derived

Patients (%)

European-derived

Controls (%)

African-derived

Patients (%)

Bsml Genotype
BB
Bb
bb

p value®

Bsml Alleles
B
b

p value®

Fokl Genotype
FF
Ff
ff

p value®

Fokl Alleles
F
f

p value®

n=121
20 (16.5)
61 (50.4)
40 (33.1)

0.836

2n=242
101 (41.7)
141 (58.3)

0.643

n=131
64 (48.9)
56 (42.7)
11 (8.4)

0.626

2n=262
184 (70.2)
078 (29.8)

0.459

n=201
31 (15.4)
97 (48.3)

73 (36.3)

2n=402
159 (39.6)

243 (60.4)

n=198
86 (43.4)
94 (47.5)

18 (9.1)

2n=396
266 (67.2)

130 (32.8)

n=42
03 (07.1)
21 (50.0)
18 (42.9)

0.248

2n=84
27 (32.1)
57 (68.9)

0.155

n=42
19 (45.2)
18 (42.9)
05 (11.9)

0.775

2n=84
56 (66.7)
28 (33.3)

0.631

Abbreviations: B (allele B); b (allele b), F (allele F) and f (allele f).

#Chi-square test to compare European-derived patients and controls and European and African-derived patients.
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Table 3 Vitamin D levels according to Bsml and Fokl

genotypic frequency in SLE patients.

Genotype 25(0OH)D measurement (ng/ml)
BB (n=22) 25.5+9.4
Bb (n=81) 23.7+12.1
bb (n=54) 26.7+11.1
p value® 0.322
FF (n=77) 23.049.2
Ff (n=67) 25.2+12.5
ff (n=15) 31.6+14.1
p value® 0.025

Abbreviations: B (allele B); b (allele b); F (allele F) and f (allele f).

ANOVA test.
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Table 4 Model of multiple linear regression® for possible factors associated with serum 25(OH)D in

SLE patients (n=181).

Variable Fokl® B Standard Error ~ Beta Cl95% B p value
Ff 2.07 1.91 0.092 -1.71-5.86 0.281
ff 9.09 3.14 0.243 2.88-15.30 0.004

#Co-variables that were included in the model: phototype, ethnicity, age, gender, smoking status, BMI (body mass index),
hydroxychloroquine use, current corticosteroids use and vitamin D supplementation.

®Both categories was compared to FF genotype.
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Table 5 Clinical and laboratory features in SLE patients according to vitamin D deficiency.

25(0OH)D 25(0H)D
Whole Not adjusted  Adjusted OR p
Clinical Features <20 ng/ml 220 ng/ml
(n=181) OR (CI95%) (C195%) value®
(n=63) (n=118)

European-derived (%) 134 (74.0) 44 (69.8) 90 (76.3) 0.72 0.82 0.589
(0.36-1.43) (0.40-1.76)

Female (%) 170 (93.9) 58 (92.1) 112 (94.9) 0.62 0.59 0.409
(0.18-2.12) (0.17-2.05)

Age (years)’ 42.6+13.9 41.7+14.9 43.0+13.4 0.99 0.99 0.527
(0.97-1.02) (0.97-1.02)

Age at diagnosis (years)” 32.3+13.5 30.6+12.9 33.2+13.8 0.98 0.96 0.117
(0.96-1.01) (0.92-1.01)

Disease duration (years)® 9.2 (3.4-15.2) 10.9 (3.6-18.4) 8.2 (3.3-14.5) 1.03 1.04 0.117
(0.97-1.07) (0.99-1.08)

Smoking (%) 61 (33.7) 21 (33.3) 40 (33.9) 0.98 0.92 0.802
(0.51-1.86) (0.46-1.81)

BMI (kg/m?)° 26.945.3 27.3%6.0 26.745.0 1.02 1.03 0.385
(0.97-1.08) (0.97-1.09)

Vitamin D intake (IU)° 800 (0-800) 800 (0-800) 800 (0-800) 1.00 1.00 0.894
(0.99-1.00) (0.99-1.00)

Hydroxychloroquine (%) 176 (97.2) 61 (96.8) 115 (97.5) 0.80 0.91 0.919
(0.13-4.89) (0.14-5.84)

Corticosteroids - current dose 0 (0-10.0) 0 (0-17.5) 0 (0-10.0) 1.00 1.00 0.815
(mg/dia)® (0.98-1.03) (0.98-1.03)

Corticosteroids - cumulative dose 3.15 (0-15.0) 5 (0-15.0) 2.5 (0-15.0) 1.00 0.99 0.657
(mg/dia)®® (0.98-1.02) (0.96-1.03)

Immunosupressants (%)° 122 (67.4) 40 (63.5) 82 (69.5) 0.76 0.62 0.207
(0.40-1.46) (0.29-1.30)

Malar rash (%) 111 (61.3) 35 (55.6) 76 (64.4) 0.70 0.67 0.230
(0.37-1.29) (035-1.29)

Discoid rash (%) 24 (13.3) 9 (14.3) 15 (12.7) 1.14 1.23 0.660
(0.47-2.79) (0.49-3.05)

Photosensitivity (%) 143 (79.0) 48 (76.2) 95 (80.5) 0.78 0.74 0.442
(0.37-1.62) (0.35-1.59)
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Oral ulcers (%)

Arthritis (%)

Serositis (%)

Nepbhritis (%)

Neurologic disorders (%)

Hematologic disorders (%)

Immunologic disorders (%)

ANA (%)

Sjogren's syndrome (%)

Antiphospholipid syndrome (%)

SLEDAI®

sLicc®

72 (39.8)

152 (84.0)

51 (28.2)

83 (45.9)

22 (12.2)

140 (77.3)

134 (74.0)

179 (99.4)

11 (6.1)

14 (7.7)

2(0-4)

0(0-1)

24 (38.1)

56 (88.9)

23 (36.5)

25 (39.7)

7(11.1)

49 (77.8)

51 (81.0)

62 (98.4)

2(3.2)

7(11.2)

2 (0-5)

0 (0-2)

48 (40.7)

96 (81.4)

28 (23.7)

58 (49.2)

15 (12.7)

91 (77.1)

83 (70.3)

117 (99.2)

9 (7.6)

7 (5.9)

2(0-4)

0(0-1)

0.90
(0.48-1.68)
1.83
(0.74-4.56)
1.85
(0.95-3.60)
0.68
(0.37-1.27)
0.86
(0.33-2.23)
1.04
(0.50-2.16)
1.79

(0.85-3.77)

0.40
(0.08-1.92)
1.98
(0.66-5.93)
1.09
(0.96-1.10)
1.18

(0.92-1.52)

0.82
(0.43-1.59)
1.89
(0.75-4.8)
1.70
(0.85-3.41)
0.57
(0.29-1.13)
0.72
(026-2.01)
1.01
(0.48-2.14)
2.00

(091-4.36)

0.41
(0.83-1.98)
2.13
(0.65-6.98)
1.03
(095-1.10)
1.19

(0.96-1.54)

0.563

0.180

0.136

0.109

0.536

0.975

0.085

0.264

0.214

0.485

0.196

Abbreviations: BMI (body mass index); OR (odds ratio); SLEDAI (systemic lupus erythematosus disease activity index); SLICC

(systemic lupus international collaborating clinics); IU (international units).

*Logistic regression adjusted to phototype, ethnicity, age, gender, smoking status, BMI, hydroxychloroquine use, current

corticosteroids use and vitamin D supplementation. ’Mean+SD (standard deviation). “Median (interquartile range). YMean daily dose

of corticosteroids used in the last 12 months. *Current use of mycophenolate mofetil, cyclophosphamide, azathioprine, methotrexate,

cyclosporin or rituximab.
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6 CONSIDERACOES GERAIS

O presente estudo ndo encontrou aumento significativo dos polimorfismos Bsml
e Fokl nos pacientes eurodescendentes com LES, quando comparados com controles
saudaveis, o que pode ser uma caracteristica propria da populacéo estudada, visto que
estes dados discordam de estudos realizados em paises asiaticos com nimero menor
de pacientes. Estes polimorfismos nao apresentaram associacdo com expressdes
clinicas e laboratoriais da doenca.

O polimorfismo Fokl do gene VDR influenciou significativamente os niveis
plasmaticos da 25(OH)D nos pacientes com LES, achado ainda inédito na literatura. O
gendtipo f/f associou-se significativamente com maiores concentracdes da 25(OH)D,
guando comparado com o gendtipo F/F. Este achado refor¢ca o importante papel deste
polimorfismo na funcdo do VDR. O gendtipo f/f é responsavel pela sintese da forma
longa da proteina do VDR que é menos ativa que a forma curta relacionada com o
gendtipo F/F e, consequentemente, diminui a auto-regulacdo negativa que a
1,25(0OH),D exerce sobre seu precursor, aumentando as concentracfes da 25(OH)D.
Esta informacdo € util para futuros estudos clinicos e experimentais e deve ser
considerada no momento da determinacéo dos niveis da 25(0OH)D. Além disto, ela deve
ser incluida nos debates sobre quais seriam as concentracdes ideais de vitamina D
para o bom funcionamento musculoesquelético, cardiovascular e imunolégico e como
melhorar a suplementacao.

A deficiéncia da vitamina D é muito prevalente no nosso meio. Os pacientes com
LES estdo mais suscetiveis em virtude da frequente necessidade de evitar exposi¢ao

solar. Mais da metade dos pacientes com deficiéncia de vitamina D estava fazendo
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reposicao, 0 que suscita questionamentos a respeito de como usar e quanto devemos
realmente recomendar aos pacientes para que sejam atingidos niveis séricos normais.
Associacao entre deficiéncia de vitamina D e expressdes clinicas e laboratoriais do LES

nao foi encontrada nos pacientes estudados.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A presente tese de doutorado € fruto do trabalho realizado no ambulatério de
Lapus Eritematoso Sistémico do Servico de Reumatologia do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre, em parceria com o Laboratério de Imunogenética do Departamento de
Genética da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. A participacao de professores,
meédicos contratados, alunos e bolsistas de iniciacdo cientifica foi fundamental para a
idealizacdo, realizacdo e manutencdo deste ambiente de pesquisa que é muito
produtivo para todos os integrantes.

Durante o programa de pés-graduacdo que iniciou em janeiro de 2007, o autor
participou dos seguintes publicacdes:

1. Monticielo OA, Chies JA, Mucenic T, Rucatti GG, Junior JM, da Silva GK, et al.
Mannose-binding lectin gene polymorphisms in Brazilian patients with systemic lupus
erythematosus. Lupus. 2010 Mar;19(3):280-7.

2. Palominos PE, Massignan A, Monticielo OA, Bortoli R, Kohem C, Cruz DB, et al.
Abdominal angiostrongyliasis: what does the rheumatologist must know about it? Int J
Rheum Dis. 2009 Sep;12(3):267-71.

3. Bortoli R, Monticielo OA, Chakr RM, Palominos PE, Rohsig LM, Kohem CL, et al.
Acquired factor Xl inhibitor in systemic lupus erythematosus - case report and literature
review. Semin Arthritis Rheum. 2009 Aug;39(1):61-5.

4. Mucenic T, Brenol JC, Bredemeier M, Paiva Dos Santos B, Chies JA, Monticielo
OA, et al. Glu298Asp eNOS polymorphism is not associated with SLE. Lupus. 2009

Apr;18(5):448-51.
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5. Veit TD, Cordero EA, Mucenic T, Monticielo OA, Brenol JC, Xavier RM, et al.
Association of the HLA-G 14 bp polymorphism with systemic lupus erythematosus.
Lupus. 2009 Apr;18(5):424-30.

6. Brenol CV, Chies JA, Brenol JC, Monticielo OA, Franciscatto P, Birriel F, et al.
Endothelial nitric oxide synthase T-786C polymorphism in rheumatoid arthritis:
association with extraarticular manifestations. Clin Rheumatol. 2009 Feb;28(2):201-5.

7. Monticielo OA, Mucenic T, Xavier RM, Brenol JC, Chies JA. The role of mannose-
binding lectin in systemic lupus erythematosus. Clin Rheumatol. 2008 Apr;27(4):413-9.
8. Monticielo, Odirlei André; Palominos, Penélope Esther; Chakr, Rafael Mendonca
da Silva; Bortoli, Rodrigo; Xavier, Ricardo Machado; Brenol, Jodo Carlos Tavares.
Esclerose sistémica e niveis séricos elevados de organoclorado: uma associacao
possivel?/ Systemic sclerosis and elevated organochlorine blood levels: a possible
association? Rev. Bras. Reumatol. 48(1): 51-54, ND. 2008 Feb.

9. Brenol CV, Monticielo OA, Xavier RM, Brenol JC. [Rheumatoid arthritis and

atherosclerosis]. Rev Assoc Med Bras. 2007 Sep-Oct;53(5):465-70.
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8 ANEXOS

8.1 ANEXO |
CRITERIOS DE CLASSIFICAGAO DO LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO
1. Eritema malar: eritema fixo, plano ou elevado, nas eminéncias malares, tendendo a
poupar a regido nasolabial.
2. Eritema Discéide: placas eritematosas elevadas, ocorrendo cicatrizacao atréfica nas
lesdes antigas.
3. Fotossensibilidade: eritema cutaneo resultante de reacdo incomum ao sol, por
histéria do paciente ou observagdo do médico.
4. Ulcera oral: ulceracédo oral ou nasofaringea, geralmente néo dolorosa, observada
pelo médico.
5. Artrite: artrite ndo erosiva envolvendo 2 ou mais articulacbes periféricas,
caracterizada por dor a palpacédo, edema ou derrame.
6. Serosite:
(a) pleurite — histéria convincente de dor pleuritica, atrito auscultado pelo médico ou
evidéncia de derrame pleural.
ou
(b) pericardite — documentada por ECG, atrito ou evidéncia de derrame pericardico.
7. Alteracéo renal:
(a) proteinuria persistente >0,5 g por dia ou >3+ se ndo quantificada.
ou
(b) cilindros celulares: podem ser hematicos, granulares, tubulares ou mistos.

8. Alteragao neuroldégica:
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(@) convulsdo — na auséncia de drogas implicadas ou alteracbes metabdlicas
conhecidas (ex.: uremia, cetoacidose ou disturbios hidroeletroliticos).
ou
(b) psicose - na auséncia de drogas implicadas ou alteracdes metabdlicas conhecidas
(ex.: uremia, cetoacidose ou disturbios hidroeletroliticos).
9. Alteracdo hematoldgica:
(a) anemia hemolitica com reticulocitose.
ou
(b) leucopenia — <4000/mm? total em 2 ou mais ocasiées.
ou
(c) linfopenia — <1500/mm?® em 2 ou mais ocasides.
ou
(d) trombocitopenia — <100 000/mm?® na auséncia de drogas causadoras.
10. Alteragéo imunolégica:
(a) anti-dsDNA — anticorpo ao DNA nativo em titulos anormais.
ou
(b) Anti-Sm — presenca do anticorpo ao antigeno nuclear Sm.
ou
(c) Achados positivos de anticorpos antifosfolipideos baseados em: (1) concentracao
sérica anormal de anticardiolipina 1gG ou IgM; (2) teste positivo para anticoagulante
lGpico usando teste-padrédo ou (3) VDRL falso positivo por pelo menos 6 meses e

confirmado por FTA-ADbs.
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11. Anticorpo antinuclear (FAN): titulo anormal do FAN por imunofluorescéncia ou
método equivalente em qualquer momento, na auséncia de drogas sabidamente

associadas ao lupus induzido por drogas.

Para fins de classificacdo de doenca, o (a) paciente deve apresentar pelo menos 4 dos

11 critérios.
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8.2 ANEXO I

PROTOCOLO DE AVALIACAO CLINICA E LABORATORIAL DO AMBULATORIO DE
LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO

IDENTIFICACAO ne

Nome: Registro:

Sexo:OF 0OM Raca: O Branca O N&o branca

Data de nascimento:____ /  /

Profisséo: Estado civil:
Naturalidade/Procedéncia:

Enderego:

Cidade: CEP: -
Telefones:

DATA DO INICIO DOS SINTOMAS:__ /| DATA DO DIAGNOSTICO:__ /|

MANIFESTACOES INICIAIS NO DIAGNOSTICO:
INICIO DO ACOMPANHAMENTO NO HCPA: /|

OBITO:OS ON DATA:. [/ |
CAUSA:

CRITERIOS PARA CLASSIFICACAO PARA LES (ACR 1997)

1.00 Eritema malar 2.0 Eritema discoide 3.0 Fotossensibilidade 4.0 Ulceras orais/nasais
5.0 Artrite 6.0 Serosite: O Pleurite O Pericardite
7.0 Doenca renal: Classe: (data: ___/ /) [Osem biopsia
indice de atividade / indice de cronicidade: /

8.0 Doenca neurolégica: O Psicose O Convulséo
9.0 Hematolodgico: O Anemia hemolitica [ Leucopenia / linfopenia [ Plaquetopenia
10.0 FAN: Titulagéo: Padréo:
11.0 Imunolégico: O anti DNA (Titulagéo: ) O anti Sm

[0 aCL: 1gG: IgM:

O Anticoagulante Lupico O VDRL

ALTERACOES CLINICAS E LABORATORIAIS ASSOCIADAS

Hipertensédo Os | ON Tabagismo Os | ON | OAtual OPassado Anos-mago:

Diabetes Os | ON Etilismo Os | ON | O Atual OPassado

Dislipidemia Os | ON Obesidade Os | ON | Peso: Altura: IMC:

Hist. Fam.DCV | OS | ON SAAF Os | ON | Assinalar critérios na folha anexa

Hist. Fam. LES Os | ON S.de Sjogren | OS | ON | Assinalar critérios na folha anexa

Eventos CV Os | On OAvC OAIT OAngina OIAM OTVP 0O Claudicagdo intermitente
O Qutros:

Historia obstétrica: G: IP: /C: IA: obs.:

DAls/Sobreposicdes:

Anti- ENA:

TRATAMENTO REALIZADO

O Corticoterapia(bose Max:_____mg/kg/d) O Pulsoterapia O Ciclofosfamida

O Azatioprina O Cloroquina / Hidroxicloroquina O Metotrexate

O Micofenolato mofetil O Dapsona O Ciclosporina

O Rituximabe O AAS O Anticoagulante

O ACO/TRH O CaCo3/D3 O Bisfosfonados

O Estatina O Danazol O Anti-hipertensivos
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8.3 ANEXO Il

FICHA DE AVALIACAO PARA DOSAGEM DE VITAMINA D

IDENTIFICACAO (data da coleta: /

/ )

PESQUISADOR:

NOME:

NO

REGISTRO:

SEXO:OF 0OM

FOTOTIPO:

IDADE: DATA DE NASCIMENTO:
DATA DO DIAGNOSTICO: / /
SLEDAI: - DATA: / /
SLICC: - DATA: / /
PESO: ALTURA:

IMC:

CICLO MENSTRUAL.:

TABAGISMO:

ALCOOLISMO:

INGESTA DIETETICA DE CALCIO:

CARBONATO DE CALCIO (DOSE E DURACAO):

VITAMINA D (DOSE E DURACAO):

DOSE ATUAL DE CORTICOIDE:

DOSE MEDIA DE CORTICOIDE NO ULTIMO ANO:
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8.4 ANEXO IV

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

ESTUDO DA VITAMINA D EM PACIENTES COM LUPUS ERITEMATOSO
SISTEMICO

POR QUE ESTE ESTUDO ESTA SENDO REALIZADO?

Os portadores de Lupus Eritematoso Sistémico (LES) apresentam fatores
hormonais implicados no seu surgimento e evolucdo. Este estudo esta sendo realizado
para tentar identificar possiveis fatores de risco para o desenvolvimento de LES e
existéncia de correlagdo com as manifestacdes clinicas.

DE QUE CONSTA O ESTUDO?

Mediante consentimento do paciente, serd coletada uma amostra de 10 ml
sangue que sera destinada a dosagem dos niveis de vitamina D.

QUAIS SAO AS VANTAGENS DA PARTICIPAR NESTE ESTUDO?

1. Avaliar a influéncia da vitamina D nos pacientes com LES.
2. Colaborar para o avanco e progresso do conhecimento sobre a LES.
QUAIS SAO AS DESVANTAGENS DA PARTICIPACAO NESTE ESTUDO?
1. Comparecer ao hospital
2. Realizar puncado venosa para coleta de sangue, que pode causar dor temporaria e
colecédo de sangue na pele (equimose ou hematoma)

HA A POSSIBILIDADE DE ESTE ESTUDO CONTINUAR?

Este estudo foi planejado para encerrar em dezembro de 2010 e para avaliar a
influéncia da vitamina D nos pacientes com LES. No entanto, é possivel que outros
fatores relacionados ao surgimento do LES possam ser analisados futuramente. Para
tal, o paciente, através de um novo contato com a equipe pesquisadora, devera
autorizar novamente o uso da amostra ja coletada e o novo projeto devera ser avaliado

pela Comissdo de Etica em Pesquisa da instituicdo e Conselho Nacional de Etica em
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Pesquisa. Outra possibilidade € a de um novo contato com o paciente em 5 ou 10 anos

para verificar a evolucédo da doenca.

DADOS RELATIVOS A PROTECAO DO PACIENTE

A. Os dados coletados neste estudo s&o confidenciais, e ndo seréo revelados dados
que permitam identificar os pacientes em hipétese alguma.

B. A adeséo ao estudo é voluntaria, ou seja, cada paciente € livre para decidir ndo
participar.

C. A decisdo de ndo participar ndo interferirda no acompanhamento normal dos
pacientes no Ambulatério, na Emergéncia nem na Internacdo do Hospital de
Clinicas.

D. O paciente € livre para desistir em qualguer momento do estudo, sem necessidade
de fornecer justificativa.

COMPREENSAO E AUTORIZACAO
Tendo compreendido as informacdes do presente termo de consentimento e
concordado com elas, permito que os dados desta pesquisa sejam utilizados para

analise da influéncia da vitamina D em pacientes com LuUpus Eritematoso Sistémico.

Paciente:

Registro: Assinatura:

Pesquisador:

Assinatura do pesquisador:

Porto Alegre, de de20 .

Pesquisadores responsaveis:

Prof. Dr. Jodo Carlos Tavares Brenol: Telefone: (051) 2101 8340; FAX: (051) 3331 3834
Odirlei André Monticielo: Telefone: (051) 9652 6170

Comité de Pesquisa e Etica em Saude: Telefone: (051) 2101 8304
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