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ABSTRACT

Introduction: Vitamin D is a secosteroid hormone which is involved in the autocrine and
paracrine regulation of both innate and adaptive immune responses, through its binding to the
vitamin D receptor (VDR) in several cells of the immune system, such as macrophages,

dendritic cells and T and B lymphocytes.

Objectives: This review article aims to summarize the most relevant data on the vitamin D
role in innate and adaptive immunity; to analyze the interaction between vitamin D and the
autoimmune endocrine diseases Type 1 diabetes (DM1) and autoimmune thyroiditis (TAI)
and to explore the challenge of translating all these new knowledge to the clinical practice in a

safe and effective manner.

Material and Methods: The information for this review was compiled by searching the
Pubmed (Medline) database with the following search equations: “Vitamin D and
(immunomodulation OR immunoregulation OR imune system OR human immunity) and
“Vitamin D and (Type 1 diabetes OR autoimmune thyroiditis)”. A more restrictive search was
also conducted adding the terms VDR polymorphisms and supplementation to the last
equation. Only articles in English and Spanish published since 1997 until nowadays (June
2012) were considered. Papers were prioritized by relevant content and some were excluded

due to the similarity with more recent articles.

Results: Several epidemiological studies, but not all, show a significant association between
vitamin D deficiency and increased DML incidence. Only a few studies examined the
association between vitamin D deficiency and risk of TAI and those that did had yielded
conflicting results. How vitamin D interferes with the pathogenesis of these autoimmune

endocrine diseases is still not fully elucidated, though some possible protective mechanisms



have been suggested in DM1. Vitamin D has been reported to protect islet B cells from
apoptosis, increase insulin secretion and decrease insulin resistance. Association studies of
VDR polymorphisms and risk of DM1 and TAI have produced conflicting results in different
ethnic and geographically located population, which may be related to the interpopulation

heterogeneity of the genetic and environmental determinants of these diseases.

Conclusion: Despite the multitude of studies that demonstrate a reduction in DM1 risk in
individuals who receive vitamin D supplementation, the therapeutic effects of vitamin D
when the disease is established seem to be inexistent. ~Although there are sufficient data to
support the hope that in the future vitamin D may be used as an immunomodulator agent in

clinical practice, supplementation with that purpose is not presently recommended.

KEY WORDS: Vitamin D; Immunomodulation; Type 1 diabetes; Autoimmune thyroiditis;

Supplementation.
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RESUMO

Introducdo: A vitamina D é uma hormona secosteroide que participa na regulacao
autocrinica e paracrinica das respostas imunitarias inatas e adaptativas, através da ligacdo ao
seu recetor VDR expresso em varias células do sistema imunitario, como macrofagos, células

dendriticas e linfocitos T e B.

Objetivos: Este artigo de revisdo pretende sumarizar os dados mais relevantes sobre o papel
da vitamina D na imunidade inata e na adquirida; analisar a relacdo entre a vitamina D e as
endocrinopatias autoimunes Diabetes mellitus tipo 1 (DM1) e tiroidites autoimunes (TAI) e
explorar o desafio atual que consiste em aplicar de forma segura e eficaz todos estes novos

conhecimentos na prética clinica.

Material e Métodos: O tema foi revisto utilizando a interface de pesquisa PubMed da
Medline, através das seguintes equagdes de pesquisa: “Vitamin D and (immunomodulation
OR immunoregulation OR imune system OR human immunity) e “Vitamin D and (Type 1
diabetes OR autoimmune thyroiditis) . Ainda foram realizadas pesquisas mais especializadas,
juntando a ultima equacgdo os termos VDR polymorphisms e supplementation. A pesquisa foi
restringida a artigos em inglés e espanhol, publicados desde o ano 1997 até a atualidade
(Junho de 2012). Os artigos foram selecionados pela relevancia do seu contetdo, sendo que

alguns foram excluidos pelo facto de existirem artigos semelhantes mais recentes.

Resultados: Varios estudos epidemiologicos, mas ndo todos, demonstram uma associagdo
significativa entre a deficiéncia de vitamina D e 0 aumento da incidéncia de DM1. A literatura
existente sobre a relacdo entre a deficiéncia de vitamina D e as TAI é escassa e 0s resultados

dos poucos estudos existentes s@o contraditorios. A participacdo da vitamina D na patogénese

vii



destas endocrinopatias ndo esta totalmente compreendida, embora sejam propostos varios
mecanismos para a sua hipotética acdo protetora na DML, entre eles a inibicdo da apoptose e 0
aumento da secre¢do de insulina pelas células B pancredticas ¢ a diminuicao da
insulinorresisténcia periférica. Os resultados dos estudos de associagdo entre os principais
polimorfismos do gene VDR e o risco de DM1 e TAI revelam-se discordantes em diferentes
populacdes, podendo refletir, pelo menos em parte, a heterogeneidade interpopulacional dos

determinantes genéticos e ambientais destas doencas.

Conclusao: Apesar de varios estudos demonstrarem uma diminuicdo do risco de DM1 em
individuos suplementados com vitamina D, os seus efeitos terapéuticos quando a doenca esta
estabelecida parecem ser inexistentes. Portanto, embora haja dados suficientes para acreditar
que a vitamina D pode no futuro vir a ser utilizada como um agente imunomodulador na

prética clinica, a suplementagdo com esse fim néo é atualmente recomendada.

PALAVRAS-CHAVE: Vitamina D; Imunomodulacdo; Diabetes mellitus tipo 1; Tiroidites

autoimunes; Suplementacéo.
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INTRODUCAO

A vitamina D é um secosteroide que se caracteriza pela quebra de uma ligacdo nos
anéis esteroides e atua nas células alvo como uma hormona reguladora da transcri¢do génica
através da ligacdo especifica a um recetor nuclear, o VDR (Hewison, 2012).

E bem conhecido o papel da vitamina D no metabolismo fosfocalcico, mas sdo as suas
acOes ndo classicas que a tém colocado no centro da atencdo da comunidade cientifica. As
acOes ndo classicas foram identificadas pela primeira vez ha cerca de trinta anos, quando foi
demonstrado que a ligacéo da forma ativa da vitamina D, 1,25(OH),D3 ao seu recetor VDR
em células neoplasicas promovia a diferenciacdo e inibia a proliferacdo celular (Hewison,
2010).

A evidéncia de que a sintese aumentada de 1,25(OH),D3; em doentes com sarcoidose
envolvia a atividade da 1a-hidroxilase em macrofagos contribuiu para que o espectro de acGes
ndo classicas da vitamina D se estendesse também ao seu papel no sistema imunitario
(Hewison, 2010). Embora com a descoberta de que varias células do sistema imunitario
expressavam 0 VDR e eram capazes de respostas autocrinicas e paracrinicas a esta vitamina, a
natureza da interagdo entre a vitamina D e o sistema imunitario permaneceu pouco conhecida
durante muitos anos (Hewison, 2010).

A questdo central permanecia: teria ou ndo a vitamina D capacidade moduladora das
respostas imunitarias normais em humanos? Nos Ultimos sete anos um crescente nimero de
estudos tem tentado dar resposta a esta questdo e atualmente € aceite que a vitamina D
desempenha um papel imunomodulador ativo ndo apenas em condicgdes fisiologicas mas
também em diversas doencas cronicas como as doencgas autoimunes.

Neste contexto de entusiasmo e de grande quantidade de nova informacéo, este artigo

de revisdo pretende analisar a relagdo entre a vitamina D e as endocrinopatias autoimunes




Diabetes mellitus tipo 1 (DM1) e tiroidites autoimunes (TAI) sob vérias perspetivas: estudos
que investigam a relacdo entre determinados polimorfismos do gene VDR e o risco destas
endocrinopatias; estudos in vitro e em modelos animais que tentam evidenciar o papel da
vitamina D na sua etiopatogenia e estudos epidemiologicos que analisam a relacdo entre os
niveis baixos de vitamina D em algumas populac@es e o risco destas patologias.

Partindo da evidéncia de que uma larga percentagem da populacdo mundial tem
deficiéncia de vitamina D, sdo apresentadas as recomendacOes atuais dos peritos sobre as
necessidades desta vitamina e a suplementacdo em individuos saudaveis.

Mas atualmente vai-se mais longe e discute-se o potencial papel benéfico da
suplementacdo com vitamina D na prevencdo e tratamento de doencas autoimunes. Os
resultados de estudos experimentais realizados em humanos na prevencdo e tratamento da

DM1 séo também apresentados e discutidos.




1. METABOLISMO DA VITAMINA D

A vitamina D é produzida in vivo principalmente através da radiacdo solar ultravioleta
B, sendo que a alimentacdo apenas supre cerca de 20% das necessidades do organismo
(Holick, 2009). A vitamina D obtida a partir da alimentagdo corresponde a vitamina Ds
(colecalciferol) e a vitamina D, vegetal (ergocalciferol) (Hewison, 2012). Contudo, nos paises
com boa exposicao solar, 90 a 95% da vitamina D pode ser obtida através da radiacdo solar
(Zhang e Wu, 2010).

Na pele, as moléculas de 7-dehidrocolesterol (pré-vitamina D) sofrem uma reacdo de
fotolise por acdo da radiacdo ultravioleta, transformando-se em vitamina D3. A vitamina Ds
assim produzida e a derivada da alimentacdo sofrem posteriormente hidroxilagdo do carbono
25 a nivel hepético por acdo da 25-hidroxilase, dando origem a 25(OH)D3 (Holick, 2009;
Zhang e Wu, 2010). A 25(OH)D; constitui a sua principal forma circulante, mas em
concentracdes fisioldgicas parece ndo exercer fungdes como molécula sinalizadora (Hewison,
2012). A forma ativa da vitamina, 1,25(0OH),D3, é produzida a partir da hidroxilagcdo da
25(0OH)D3;, numa reagdo catalisada pela la-hidroxilase (CYP27B1) que ocorre
maioritariamente a nivel renal (Zhang e Wu, 2010). Contudo, a segunda hidroxilagcdo também
ocorre na pele, 0sso, cartilagem, macrdéfagos, mondcitos e células dendriticas (Borges MC et
al, 2011). O metabolismo da vitamina D encontra-se esquematizado na Figura 1.

A vitamina D e os seus metabolitos sdo transportados na circulagdo ligados a uma
proteina, a DBP (vitamin D binding protein) (Takiishi et al, 2010).

A 1,25(0OH),D3 estimula a absorgéo intestinal de célcio e a sua reabsorgéo a nivel
renal. Sem a acgdo da vitamina D, apenas 10 % a 15% do calcio e 60% do fosforo da
alimentacdo seriam absorvidos (Holick et al, 2011). A 1,25(OH),D3 interage com o VDR nos

osteoblastos, estimulando a expressdo do ligando do recetor ativador do NF-Kb (fator




nuclear-kappa B). A interacdo ligando-recetor induz a maturacdo de mondcitos em
osteoclastos maduros que dissolvem a matriz 6ssea, mobilizando o célcio do esqueleto

(Holick et al, 2011).
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Figura 1 (adaptada de Zhang e Wu, 2010)
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2. NECESSIDADES DE VITAMINA D

A avaliagdo das reservas de vitamina D no organismo baseia-se nos niveis séricos de
25(0OH)Ds, que tem uma semivida de aproximadamente 2 a 3 semanas e constitui a principal
forma circulante. Embora a 1,25(0OH),D3 seja a forma biologicamente ativa, 0s seus niveis
ndo refletem as reservas de vitamina D, uma vez que a sua semivida € de apenas 4 a 6 horas e
0s niveis circulantes sdo cerca de mil vezes inferiores aos da 25(OH)D3 (Holick, 2009). Por
outro lado, os niveis séricos de 1,25(0OH),D3 sdo frequentemente normais ou mesmo elevados
em individuos com deficiéncia de vitamina D devido ao hiperparatiroidismo secundario
(Holick et al, 2011).

As reservas de vitamina D variam significativamente entre as populacdes, sendo
influenciadas por fatores geogréficos, sociais e econémicos (Hewison, 2012). Contudo, a
principal causa de deficiéncia de vitamina D em todo 0 mundo é a inadequada exposicao solar
(Cantorna e Mahon, 2004).

A semivida plasmaética da vitamina D produzida na pele pode corresponder ao dobro
da semivida da vitamina D ingerida (Holick et al, 2011). Varios fatores diminuem a producéo
cutanea de vitamina Ds, incluindo o uso de protetor solar, a maior pigmentacdo cutanea e o
préprio envelhecimento. Um protetor solar com indice de prote¢do 30 diminui a sintese de
vitamina D na pele em mais de 95% e em pessoas com tom de pele mais escuro, calcula-se
gue a exposicdo solar tenha de ser 3 a 5 vezes mais longa para produzir quantidades de
vitamina D equivalentes as produzidas numa pessoa de pele clara (Holick et al, 2011).

Outra causa importante da deficiéncia de vitamina D é a escassez de alimentos
naturalmente ricos nesta vitamina. Enquanto nos Estados Unidos da América (EUA) e
Canada, o leite e alguns queijos, cereais, iogurtes e sumos sdo enriquecidos com vitamina D,

na Europa, a maioria dos paises ndo dispbe de alimentos enriquecidos, devido a intoxicacdo




por vitamina D que ocorreu na década de 50 do século passado. No entanto, a Suécia e a
Finlandia ja enriquecem o leite com vitamina D e outros paises adicionam-na a cereais, pao e
margarina (Holick et al, 2011).

Outras causas tém sido apontadas para a deficiéncia de vitamina D, entre elas a
obesidade, as sindromes de ma-absor¢do, a sindrome nefrotica, os linfomas, o
hiperparatiroidismo primario e o uso de farmacos que aumentam o catabolismo da 25(OH)D3
como anti-convulsivantes e anti-retroviricos (Holick et al, 2011). A latitude, a estacdo do ano
e a altura do dia influenciam dramaticamente a producdo cutanea de vitamina D3. Acima e
abaixo dos 33° de latitude, a sintese de vitamina Dz é muito baixa ou praticamente nula
durante grande parte do Inverno (Holick e Chen, 2008).

Na auséncia de exposicdo solar € dificil, sendo mesmo impossivel, obter as
guantidades de vitamina D adequadas. Portanto, a suplementacdo com vitamina D, ou D3 é
recomendada para a prevencdo e tratamento desta deficiéncia vitaminica. A ingestdo de
100Ul/dia de vitamina D aumenta a concentracdo sérica de 25(OH)D3; em menos de 1ng/mL,
aproximadamente (Holick et al, 2011).

No entanto, ndo existe consenso absoluto sobre o intervalo 6timo de concentracGes da
25(OH)Ds.

Durante muitos anos, o conceito de deficiéncia de vitamina D baseou-se simplesmente
na presenca de raquitismo na crianca ou osteomalédcia no adulto, problemas clinicos
relativamente raros no século XXI. Sob esta perspetiva, niveis séricos de 25(OH)D3 inferiores
a 8ng/mL (20nM) eram considerados um marcador aproximado da deficiéncia de vitamina D
(Hewison, 2012). Contudo, estudos realizados ao longo dos ultimos dez anos tém sugerido
que niveis sub-6timos de vitamina D podem ocorrer na auséncia de raquitismo ou de
osteomalacia. Esta nova perspetiva partiu da evidéncia que os niveis de 25(0OH)D; se

correlacionam inversamente com os de hormona paratiroideia (PTH) até a concentracdo de




30ng/mL (75nM) (Holick, 2005). Heaney e colaboradores (2003) mediram a eficiéncia da
absorcéo de calcio em mulheres com uma concentracdo de 25(OH)D3 de, em media, 20ng/mL
e depois de terem sido suplementadas com 25(OH)D3 de forma a aumentar os niveis para
32ng/mL. Foi reportado um aumento de 45% a 65% na eficiéncia do transporte intestinal de
calcio quando a concentracdo de 25(OH)Dj3 era superior a 32ng/mL.

Partindo destas observacdes, a maioria dos peritos concorda atualmente que a
deficiéncia de vitamina D corresponde a uma concentracdo de 25(OH)Dg inferior a 20ng/mL e
que a insuficiéncia se refere a valores entre 21 e 29ng/mL, j& que o equilibrio étimo parece
ocorrer para concentracdes superiores a 30ng/mL (Holick et al, 2011).

Os novos parametros estabelecidos levam a que uma porcéo significativa da populacao
mundial, anteriormente considerada dentro do normal intervalo de concentracdes de
25(0OH)D3, passe a cair na categoria de insuficiéncia de vitamina D (Hewison, 2012).
Atualmente ja se considera que 30% a 50% da populacdo europeia e norte-americana tenha
deficiéncia ou insuficiéncia de vitamina D (Holick, 2009). Estimativas mais recentes apontam
mesmo para que 20% a 100% das mulheres e homens idosos destas mesmas populagdes
possam ter deficiéncia de vitamina D (Holick et al, 2011).

O valor maximo recomendado de 25(OH)D3; também tem sido questionado. Um limite
superior de 55ng/mL parece inadequado ja que em individuos expostos a grande quantidade
de radiagé&o solar (por exemplo, nadadores-salvadores), tém sido encontrados valores de 100 a
125ng/mL (Cantorna e Mahon, 2004). Embora nunca tenham sido descritos casos de
intoxicacdo por vitamina D devido a exposicdo solar, o risco de cancro da pele e de
envelhecimento prematuro frenam o entusiasmo dos profissionais de salde para a
recomendacédo desta abordagem (Cantorna e Mahon, 2004). A intoxicacdo por vitamina D,
caracterizada por hipercalcémia, hipercalciuria e frequentemente hiperfosfatémia, parece nao

ocorrer até os niveis sericos serem superiores a 150-200ng/mL (Koutkia et al, 2001). Em




adultos saudaveis, a administracdo de 10.000Ul/dia de vitamina D durante 5 meses nao
causou hipercalcémia nem hipercalcidria (Holick et al, 2011). No respeitante as criancas,
Hypponen e colaboradores (2001) reportaram que durante o primeiro ano de vida, a
suplementacdo com 2.000Ul diérias de vitamina D ndo causou efeitos adversos. Neste
contexto, parece razoavel admitir 2.000Ul/dia como o valor maximo recomendado de
vitamina D no primeiro ano de vida (Holick et al, 2011).

No final de 2010, os governos do Canada e dos EUA pediram ao Instituto de
Medicina, um comité formado por um conjunto de peritos que, com base nos dados
existentes, definisse 0s niveis 6timos de vitamina D e célcio para a saude humana (Ross et al,
2011). O comité realizou uma revisdo exaustiva da literatura, analisando mais de 1000
estudos, incluindo estudos referentes ao potencial envolvimento da vitamina D no cancro,
doencas cardiovasculares e hipertensdo, diabetes e sindrome metabdlica, resposta imunitéria,
funcdo neurofisioldgica, desempenho fisico, funcdo reprodutiva e pré-eclampsia. O Instituto
de Medicina prop6s que um nivel de 25(OH)D3 de 20ng/mL (50nM) seria suficiente para
otimizar a densidade mineral dssea para a maioria da populacdo dos EUA e Canada, embora
reconhecesse que estes valores eram mais dificeis de atingir nas pessoas com pele mais
escura, nas quais a producao de vitamina D na pele é menos eficiente, e naquelas que vivem
em maiores latitudes. Para atingir o valor alvo de 20ng/mL de 25(OH)Ds3;, o comité
recomendou um aumento modesto da suplementacdo de vitamina D para 600Ul diérias.
Também foi reportada a auséncia de efeitos adversos até doses de suplementacdo de
10.000Ul/dia, mas foi proposto que uma dose limite superior de 4.000Ul/dia seria mais
segura.

Contudo, estas recomendagGes foram recebidas de forma hostil por alguns
investigadores que consideraram que ndo foram tidas em conta as agdes ndo classicas da

vitamina D e as consequéncias para a saude dos individuos com niveis sub-0timos desta




vitamina. Também foram consideradas inadequadas para doentes em risco de deficiéncia de
vitamina D, por doenca ou toma de farmacos (Grant, 2011).

Assim, a Sociedade Americana de Endocrinologia continuou a considerar prioritaria a
necessidade de estabelecer recomendacdes praticas para o tratamento e prevencdo da
deficiéncia de vitamina D e em Julho de 2011, um novo conjunto de recomendagbes foi
publicado.

Antes de mais, estabeleceu-se que a determinacgédo dos niveis de 25(OH)D3 s6 deveria
ser realizada em doentes em risco de deficiéncia de vitamina D e ndo de uma forma
generalizada (Holick et al, 2011). Segundo estas recomendac¢des mais recentes, as criancas até
um ano de idade devem ser suplementadas com pelo menos 400Ul/dia e a partir dessa idade
com, no minimo, 600U diarias, de forma a maximizar a salde éssea. Contudo, para elevar o
nivel de 25(0OH)D3 acima de 30ng/mL seriam necessarias, no minimo 1.000Ul/dia. Para
adultos entre os 19 e os 70 anos, é recomendada a suplementa¢do com, no minimo, 600Ul
diarias e a partir dos 70 anos, devido a diminuicdo das atividades no exterior e a agressiva
protecdo do sol, sdo necessarias, pelo menos, 800Ul/dia, para potenciar as funcdes Ossea e
muscular. Contudo, para obter niveis de 25(OH)D3 superiores a 30ng/mL seriam necessarias,
no minimo, 1.500U1 a 2.000UI diarias. O envelhecimento ndo parece alterar a capacidade de
absorcédo das doses farmacologicas ou fisiologicas de vitamina D. Em relacéo a deficiéncia de
vitamina D em adultos, foi sugerido que deve ser corrigida com a administracdo de 50.000UlI
de vitamina D, ou vitamina D3 uma vez por semana durante 8 semanas ou, alternativamente,
com uma dose diaria de 6.000UI de vitamina D, ou vitamina D3 até os niveis plasmaticos de
25(0OH)D3 serem superiores a 30ng/mL, seguido de uma terapéutica de manutencdo com
1.500 a 2.000U1 diérias.

No entanto, também este comité considerou que, face ao pequeno nimero de estudos

aleatorizados controlados que providenciem evidéncias de nivel | sobre os efeitos benéficos




da vitamina D nas funcGes ndo classicas, a suplementacdo para além dos niveis
recomendados, ndo deve ser realizada para este fim. Contudo, o comité salvaguardou a
necessidade de revisdo destas recomendacGes num futuro proximo, a medida que as
evidéncias cientificas se vao acumulando neste campo.

Atualmente, portanto, o nivel étimo de 25(OH)D3 para todos os sistemas organicos
permanece desconhecido, até porque para diferentes funcbes bioldgicas o nivel alvo pode

variar consideravelmente (Hewison, 2012).
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3. PAPEL IMUNOMODULADOR DA VITAMINA D: EVIDENCIAS IN VITRO E IN VIVO

3.1 - Potenciacao das respostas imunitarias inatas

O sistema imunitario inato constitui a primeira linha de defesa do organismo contra 0s
agentes patogénicos e atua de forma imediata e ndo-especifica. A resposta inata a infecdo
envolve o sistema do complemento, as respostas antibacterianas pelos neutrofilos e
macrofagos e também a interacdo com o sistema imunitario adaptativo atraves da
apresentacdo de antigénios aos linfocitos T (Lagishetty et al, 2011).

Vérios estudos indicam que a vitamina D estd envolvida na regulacdo de multiplos
componentes do sistema imunitario inato (Figura 2). Mondcitos e macrofagos sdo elementos
fundamentais do sistema imunitario inato, sendo capazes de fagocitar patogénios e de
reconhecer padrées moleculares associados aos patogénios (PAMPS) através de recetores de
reconhecimento de patogénios (PRR) como os recetores Toll-like (TLRs). Até a data, foram
identificados 10 TLRs funcionais em humanos e 12 em ratos, cada um com a capacidade de
responder a PAMPs especificos presentes em bactérias, virus, parasitas e fungos. Embora os
TLRs estejam intimamente associados as respostas inatas, também foram detetados em
células dendriticas e linfdcitos (Kawai e Akira, 2010).

A vitamina D e os seus analogos exercem os seus efeitos através do VDR, que integra
a superfamilia dos recetores das hormonas esteroides. O VDR pode ser detetado em mais de
trinta tipos diferentes de células, incluindo monacitos, linfocitos, células B pancreaticas (Pani
et al, 2000; Arnson et al, 2007), mas apresentando concentracfes mais elevadas nos
enterdcitos (Takiishi et al, 2010). Este recetor é composto por um dominio altamente
conservado de ligacdo ao ADN e por outro dominio em hélice o, através do qual ocorre a

interacdo com o ligando. Na presengca de 1,25(OH),D3;, o VDR sofre um processo de
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heterodimerizacdo com os recetores retinoides X (RXR), que sdo necessarios para O
reconhecimento dos elementos de resposta a vitamina D (VDRES), localizados nas regides
reguladoras dos genes alvo (White, 2012). A ligacdo dos heterodimeros VDR/RXR ao ADN
provoca o recrutamento sequencial de complexos de proteinas co-reguladoras que estimulam
modificagdes nas histonas, a remodelacdo da cromatina e a ligacdo da polimerase do RNA 11,
necessarias ao inicio da transcri¢cdo génica (White, 2012). Contudo, os heterodimeros VDR-
RXR também podem reprimir a expressao dos genes de algumas citocinas, deslocando o NF-
AT (fator nuclear de células T ativadas) do ADN (White, 2012).

A 1,25(0H),D3; parece ser um elemento chave entre a ativacdo dos TLRs e as
respostas antibacterianas do sistema imunitario inato através da inducdo de catelicidinas (Liu
et al, 2006), um grupo de peptideos antimicrobianos codificados por um gene responsivo a
vitamina D e cuja transcri¢cdo é marcadamente aumentada nos macréfagos e neutréfilos por
acao do complexo VDR-1,25(0H),D3; (Wang et al, 2004). O gene contém um elemento de
resposta a vitamina D que se encontra numa sequéncia SINE (small interchangeable nuclear
element), que s6 parece estar presente nos primatas superiores. Esta descoberta sugere que a
regulacdo desta faceta da imunidade inata pela vitamina D constitui um desenvolvimento
recente do ponto de vista evolutivo, que presumivelmente se tera tornado vantajoso quando 0s
primatas (incluindo o Homo Sapiens) foram expostos a abundante radiacdo solar (Gombart et
al, 2005).

Anélises funcionais mostraram que na tuberculose, a ligacdo do Mycobacterium
tuberculosis ao TLR 2/1 aumentou os niveis de 1,25(0OH),D3; e 25(OH)D3, induzindo a
expressao de catelicidinas, 0 que coincidiu com o aumento da destruicdo das micobacterias
(Liu et al, 2006). De forma notavel, a expressdo dos peptideos antimicrobianos foi
diretamente influenciada pelos niveis de 25(OH)D3; do dador de soro usado para a cultura de

monocitos (Liu et al, 2006). Tal facto sugere que individuos com baixas concentracGes séricas
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de 25(0OH)D3 estejam mais suscetiveis a infecdo, pela menor capacidade de induzirem a
atividade antibacteriana de monocitos. Mais recentemente, num estudo de Adams e
colaboradores (2009), a suplementacdo de individuos com vitamina D também aumentou a
expressao de catelicidinas induzida através da ativacdo do TLR2/1.

Contudo, a acdo dos TLRs pode ser entendida como dicotémica: aos efeitos benéficos
que desempenham na infecdo, opGe-se a capacidade de reconhecerem &cidos nucleicos do
préprio organismo, desempenhando um papel importante na autoimunidade. Os TLRs que
parecem estar mais envolvidos neste reconhecimento sdo o0 TLR7 e o TLR9 (Dickie et al,
2010). Na experiéncia de Dickie e colaboradores (2010), a incubacdo de mondcitos humanos
com 1,25(0OH),D3 reduziu a expressao dos TLR2, TLR4, TLR9 e a producdo de IL-6
induzida pelo TLR9. A expresséo do TLR3 ndo foi modificada, o que indica que a
1,25(0H),D3 regula diferencialmente a expressao dos TLRs.

Em mondcitos, a ligacdo de patogénios aos PRR induziu a enzima la-hidroxilase
(CYP27B1), responsavel pela conversdo da 25(OH)Ds; a sua forma ativa 1,25(0OH),D3
(Lagishetty et al, 2011). A 1a-hidroxilase presente nas células imunitarias € idéntica a enzima
renal mas a regulacdo da sua expressao e atividade € diferente. Enquanto a enzima renal esta
sob o controlo da PTH, a la-hidroxilase no sistema imunitario é regulada por estimulos
imunitarios como o interferdo gama (IFNY’) (Arnson et al, 2007). Os neutrofilos expressam o
VDR mas, ao contrario dos mondcitos, ndo héa evidéncia clara que expressem a enzima la-
hidroxilase funcional, podendo apenas exibir resposta sistémica a 1,25(0OH),Ds. Contudo, a
relativa abundancia de neutrofilos sugere que possam constituir as principais fontes de
catelicidinas circulantes (Lagishetty et al, 2011).

Os mecanismos de sinalizacdo celular pelos quais a ativacdo dos TLRs induz a
expressdo do VDR e da la-hidroxilase permanecem pouco clarificados. Um estudo sugere

que a regulacdo da enzima mediada pela ativacdo do TLR4 envolve as vias JAK-STAT, MAP
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cinase e NF-kB, que por sua vez estabelecem relacao sinérgica com a acdo do INFY" (Stoffels
et al, 2006). Outro estudo sugere que a indug¢do da la-hidroxilase ocorre como uma
consequéncia indireta da producéo de IL-15 induzida pela ativacdo do TLR2/1 (Krutzik et al,
2008).

Outra evidéncia das propriedades imunoreguladoras da 1,25(0OH),D3 na imunidade
inata consiste na hidroxilacdo da vitamina D3 induzida pela radiacdo solar a sua forma ativa
pelas células dendriticas locais. A 1,25(0OH),D3 produzida pelas células dendriticas aumenta a
expressao do recetor das quimiocinas epidermotrépico CCR10 nas células T ativadas,
permitindo que estas células CCR10+ migrem para a pele em resposta a quimiocina CCL27
produzida pelos queratindcitos (Sigmundsdottir, 2007). Este achado sugere um papel da
1,25(0OH),,D3 na regulacéo local do epidermotropismo das células T.

A adicao de 1,25(0OH),D3; a macro6fagos aumentou a expressdo da fosfatase acida
lisossémica e a sua capacidade de gerar um maior stresse oxidativo. A prostaglandina E2 é
estimulada pela 1,25(0OH),D3; enquanto o fator estimulante de coldnias de granulécitos e
macrofagos (GM-CSF) é inibido (Arnson et al, 2007). A sintetase do éxido nitrico induzivel
(iNOS) que participa nos processos inflamatorios € inibida pelos agonistas do VDR, levando a
menor producédo de 6xido nitrico (Adorini e Penna, 2008).

O sistema da vitamina D inclui um mecanismo de retrocontrolo negativo através da
enzima 24-hidroxilase (CYP24A1) que gera metabolitos 24-hidroxilados menos ativos a partir
da 25(OH)D3 ou da 1,25(0OH),Ds. A importancia deste facto é demonstrada por estudos
recentes que evidenciam que a citocina IL-4 promove a atividade da 24-hidroxilase em
monocitos, assim atenuando a producéo de catelicidinas pela vitamina D (Edfeldt et al, 2010).
Este efeito contrasta com o do INFY" que potencia as respostas intracrinicas da vitamina D.

Dado que o INFY é marcador da subpopulacéo de células T helper 1 (Thl) ea IL-4 é

produzida pela subpopulacdo Th2, os dados sugerem que estes diferentes tipos de populacdes
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de células T da resposta imunitaria adaptativa tém efeitos opostos no metabolismo da
vitamina D (Edfeldt et al, 2010). Ao utilizar estes mecanismos dependentes de citocinas
especificas para a regulacdo da sua ativacdo e catabolismo, a vitamina D pode constituir uma
interface ainda pouco reconhecida entre o sistema imunitario inato e o adaptativo (Lagishetty
etal, 2011).

As células dendriticas expressam lo-hidroxilase de forma similar aos macrofagos,
sendo que a expressdo e atividade da enzima aumentam durante a maturacdo das células
dendriticas (Hewison et al, 2003). A inibicdo da maturacdo e da apresentacdo de antigénios
pelas células dendriticas por acdo da 1,25(0OH),D3 (Canning et al, 2001; Hewison et al, 2003;
Dong et al, 2005; Adorini e Penna, 2009), sublinha o seu potencial papel como intermediario
entre o sistema imunitario inato e o adaptativo (Lagishetty et al, 2011).

As propriedades antibacterianas da vitamina D e o seu potencial papel na protecédo
contra infe¢bes tém de ser balanceados com os efeitos moduladores mas predominantemente

inibitdrios sobre as respostas imunitarias adaptativas.
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Figura 2: Papel da vitamina D na modulagdo da imunidade inata

L representa inibigéo/diminuigéo;f representa estimulacdo/aumento. O desconhecimento das vias

exatas pelas quais a ativagdo do TLR 2/1 induz a expressdo da la-hidroxilase é representado pelo
simbolo ? entre as vias mais provaveis.

3.2 - Modulacéo das respostas imunitarias adaptativas

A imunidade adaptativa é capaz de reconhecer e eliminar seletivamente
microrganismos e moléculas estranhas especificas. Apresenta quatro atributos caracteristicos:

especificidade antigénica, diversidade, memoria imunologica e reconhecimento do

préprio/nédo proprio (Goldsby et al, 2002).
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3.2.1 - Células dendriticas indutoras de tolerancia imunologica

As células dendriticas sdo células apresentadoras de antigénios (CAAs) altamente
especializadas, com um papel primordial no inicio das respostas mediadas por células T
CD4+ (Etten et al, 2004; Adorini e Penna, 2009). Foram identificadas duas subpopulacdes de
células dendriticas, de acordo com diferentes funcGes e fendtipos de superficie — as mieldides
e as plasmacitoides. As mieloides sdo as CAAs mais eficientes e podem desempenhar, em
diferentes condicGes, um papel imunogénico ou indutor de tolerdncia imunoldgica, ao
estimular o desenvolvimento de células T reguladoras (Treg). As plasmacitoides tém
intrinsecamente a capacidade de manutencdo da tolerancia imunoldgica periférica, pois
induzem a diferenciacdo de células Treg CD4+CD25+ e a producdo de IL-10 pelas células T
(Adorini e Penna, 2008; Adorini e Penna, 2009).

As células dendriticas, tal como outras CAAs, expressam 0 VDR e constituem alvos
importantes da 1,25(OH),Ds in vitro e in vivo (Griffin et al, 2000; Canning et al, 2001; Etten
et al, 2004). Varios estudos tém demonstrado que a 1,25(0OH),D3 e os seus analogos modulam
o fendtipo e a funcdo das células dendriticas — inibem a sua diferenciacdo e maturacéo
(Canning et al, 2001; Hewison et al, 2003; Dong et al, 2005; Adorini e Penna, 2009),
diminuem a expressdo de moléculas co-estimuladoras, aumentam a producdo de IL-10 e
diminuem a de IL-12 e I1L-23 e reduzem a sua capacidade de ativacdo das células T (Griffin et
al, 2000; Canning et al, 2001; Etten et al, 2004; Adorini e Penna, 2009).

Contudo, os agonistas do VDR apenas modulam seletivamente as propriedades de
inducdo de tolerancia imunologica das celulas dendriticas mieldides (Figura 3). Embora as
células dendriticas plasmacitdides expressem niveis semelhantes de VDR e respondam
igualmente bem a ligacdo de 1,25(0OH),D3, 0 seu potencial intrinseco indutor de tolerancia

néo parece ser modificado pelos agonistas do VDR (Adorini e Penna, 2009).
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Ap0s interacdo com as células dendriticas mieloides, as células T CD4+ aumentam a
expressao de moléculas inibitérias como o CD152 (CTLA-4), o que constitui uma
modificacdo a favor da aquisi¢do de um fenotipo imunorregulador (Adorini e Penna, 2009).

A adicdo de 1,25(0OH),D; a culturas de células dendriticas de murino resultou na
diminuicdo da expressdo de moléculas do complexo major de histocompatibilidade de classe
I1 (MHC II) e das moléculas co-estimuladoras CD40, CD80 e CD86, sem afetar o numero de
células dendriticas geradas. Um anélogo nao hipercalcemiante da vitamina D3 exerceu efeitos
idénticos em concentracGes cem vezes inferiores. Os efeitos ndo foram observados em ratos
knockout para o VDR, indicando que os efeitos imunomoduladores da 1,25(0OH),D3; sao
exercidos através de vias dependentes deste recetor (Griffin et al, 2000).

No estudo de Etten e colaboradores (2004), a exposi¢do a 1,25(0OH),D3 diminuiu a
expressao de MHC I, CD86 e CD54 em celulas dendriticas derivadas de medula 6ssea em
ratos NOR (non-obese resistant), enquanto em ratos NOD (non-obese diabetic) apenas foi
observada a inibicdo da expressdo de moléculas de MHC Il e CD86, sugerindo maior
resisténcia das células dendriticas derivadas de ratos NOD a acdo da 1,25(0OH),D3; . Neste
estudo, ao contrério de outras evidéncias obtidas em estudos in vitro e in vivo, ndo foi
observada diminuicdo da expressao de CD40 apés tratamento com 1,25(0OH),D3 . Tem sido
demonstrado que a via CD40/CD154 € importante na inducdo de células Treg que suprimem
as células T CD8+ auto-reativas, podendo contribuir para os efeitos protetores da
1,25(0OH),D3 contra a diabetes em ratos NOD.

Para além disso, a co-cultura de células dendriticas tratadas com 1,25(OH),D; e
células T e a apoptose seletiva das células T auto-reativas (Takiishi et al, 2010).

A 1,25(0H);D3 altera a diferenciagdo de mondcitos em células dendriticas originando

celulas dendriticas imaturas com fendtipo diferente e com menor capacidade de induzirem a
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proliferacdo de células T. As células expostas a 1,25(0OH),D3; apresentaram diminuicéo
significativa da expressdo dos antigénios CD1a, CD40 e CD80 mas, em contraste com outros
estudos, a expressdo de CD86 foi aumentada (Canning et al, 2001). A 1,25(0OH);D;
potenciou a diferenciacdo dos mondcitos em macréfagos maduros, sugerindo um
favorecimento da resposta imunitaria inata sobre a resposta imunitaria antigénio-especifica.
Noutro estudo, a sintese ativa de 1,25(OH).D3 inibiu a diferenciacdo de precursores de
monocitos em células dendriticas imaturas e a capacidade subsequente de estas completarem a
sua diferenciacdo em resposta a estimulos de maturacdo (Hewison et al, 2003). A producdo
local de 1,25(0OH),D3; em células dendriticas durante processos inflamatérios regula
negativamente, de forma paracrinica, a expressao do componente RelB do NF-kB, que é
essencial a diferenciacdo e maturacdo das células dendriticas (Dong et al, 2005). A inibicédo
deste componente constitui um dos mecanismos inibitorios da 1,25(OH),D3 sobre a maturagédo
das células dendriticas e sobre a producdo de mediadores pré-inflamatorios.

As células dendriticas indutoras de tolerancia imunoldgica obtidas apos tratamento
com agonistas do VDR promovem o desenvolvimento de células Treg CD4+CD25+Foxp3+,
uma subpopulacdo de células T helper anérgicas, sem capacidade de proliferacdo e secrecao
de citocinas em resposta a estimulos policlonais e antigénio-especificos e que inibem a
ativacdo de células T, tendo portanto um papel central no controlo das respostas autoimunes
(Adorini e Penna, 2009). As células Treg estabelecem interagdes fisicas com as células
dendriticas, mantendo o seu estado indutor de tolerancia imunologica.

Outro mecanismo pelo qual os agonistas do VDR podem contribuir para a capacidade
indutora de tolerancia imunoldgica das celulas dendriticas € 0 aumento da expressao de
recetores inibitdrios nestas células. A incubacéo de células dendriticas derivadas de mondcitos
imaturas ou em processo de maturagdo, com 1,25(OH),D3 provocou um aumento seletivo da

expressdo de ILT3, um recetor estrutural e funcionalmente relacionado com os recetores
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inibitdrios das células T citotoxicas (Adorini e Penna, 2009). Contudo, a expressdo de ILT3
parece ndo ser imprescindivel para a inducdo de células Treg pelas células dendriticas, uma
vez que o tratamento com 1,25(0OH),D3; leva a formacéo de células T CD+Foxp3+ com
atividade supressora mesmo na presenca de anticorpos monoclonais anti-ILT3 (Penna et al,

2005).

3.2.2 - Inducdo de células T reguladoras

As ceélulas dendriticas podem nédo ser sempre necessarias para a geracdo de células
Treg pelos agonistas do VDR. Uma combinacdo de 1,25(0OH),D3 e dexametasona conseguiu
provocar a diferenciacdo de células T CD4+ naive humanas e de rato em células Treg in vitro,
na auséncia de CAAs (O’ Garra e Barrat, 2003). O analogo da 1,25(0OH);D3 , Ro 26-2198, em
doses ndo hipercalcemiantes, induziu em ratos NOD o desenvolvimento de células Treg
CD4+CD25+, capazes de inibir a resposta de células T ao antigénio pancreatico 1A-2, uma
proteina com dominios que apresentam grande homologia com proteinas tirosina fosfatase,
embora ndo possua atividade enzimaética. Este tratamento diminuiu a producdo de IL-12,
bloqueou a insulinite e a progressdo da infiltracdo de células Thl nos ilhéus pancreéticos,
atrasando o desenvolvimento de DM1 ap6s a transferéncia de células T patogénicas
CD4+CD25- (Gregori et al, 2002). Também num estudo diferente em que foi aplicado o
analogo topico calcipotriol antes da imunizagdo com ovalbumina se observou uma indugao
direta de células Treg que preveniram a proliferacdo de células T CD8 e a producdo de INFY
(Takiishi et al, 2010).

Os agonistas do VDR néo so6 favorecem a inducéo das células Treg CD4+CD25+ e 0

aumento da sua atividade supressora, como também o seu recrutamento para os locais de
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inflamacdo. A 1,25(0OH),D3; aumenta a expressdo de CCL17 e CCL22, quimiocinas cuja
atividade é potenciada através da ligacdo ao CD40. A quimiocina CCL22, agonista do CCR4,
favorece o recrutamento seletivo de células TregCD4+CD25+Foxp3+ para os locais de

inflamacédo (Adorini e Penna, 2008).
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Figura 3 (adaptada de Adorini e Penna, 2009)

Indugdo de células dendriticas mieléides com propriedades indutoras de tolerancia imunoldgica pelos
agonistas do VDR, promovendo o desenvolvimento de células TregCD4+CD25+FoxP3+. Inibicdo das
moléculas coestimuladoras CD80, CD54 e MHCII e das citocinas IL-12 e IL-23. Aumento da
expressao da molécula inibitéria CD152 nas células TCD4+.

L representa inibicdo/diminuicao; 1representa estimulagdo/aumento; ? representa resultados
contraditorios em diferentes estudos.
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3.2.3 - Modulacéo da funcéo de linfocitos T

Para além dos efeitos indiretos sobre a ativacdo e desenvolvimento dos linfocitos T
exercidos através da modulacdo da funcdo das células dendriticas, a 1,25(0OH),D3; também
possui efeitos diretos sobre estas células (Adorini e Penna, 2008) (Figura 4).

As células T ndo ativadas expressam niveis quase indetetaveis do VDR, mas 0s niveis
aumentam cinco vezes durante a proliferacdo celular que se segue a ativacdo antigénica,
permitindo a regulacdo de pelo menos 102 genes sensiveis a 1,25(0OH),D3; (Kamen et al,
2010). Por consequéncia, os estudos iniciais sobre os efeitos da vitamina D nas células T
basearam-se na sua capacidade de suprimir a proliferacdo desta populacao celular (Hewison,
2010). Contudo, o reconhecimento de que as células T efetoras CD4+ eram capazes de
consideravel plasticidade fenotipica, levantou a possibilidade de a vitamina D poder também
influenciar o fendtipo celular (Hewison, 2010; Bansal et al, 2011).

As células T helper CD4+ podem ser divididas funcionalmente nas subpopulacdes
Thl, Th2, Treg, Th17 e Th9. As células Thl, intimamente associadas a imunidade celular,
atuam contra infe¢Ges intracelulares e secretam particularmente IL-1, INFY" e TNFa. As
células Th2, ligadas a imunidade humoral, ttm um papel importante na eliminacdo de
infecdes helminticas e no desencadeamento de doencas alérgicas e produzem sobretudo IL-4,
IL-5 e IL-13 (Annunziato et al, 2009). As subpopulacdes Thl e Th2 sdo mutuamente
inibitdrias e reguladas pelas células Treg, que por sua vez sao caracterizadas pela producao de
TGFp e IL-10 e pela presenga do fator de transcricdo Foxp3 (forkhead box protein 3) (Bansal
et al, 2011). A subpopulagdo Th17, recentemente identificada, € caracterizada pela producéao
de IL-17, IL-17F, IL-21 e IL-22. Funcionalmente, estas células estdo envolvidas na
eliminacdo de organismos extracelulares, particularmente bactérias e fungos, através da
ativacdo e recrutamento de neutrofilos (Louten et al, 2009). Contudo, a expressdo de citocinas

pré-inflamatorias pelas células Th17 esta também associada a dano tecidular (Hewison, 2010)
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e tem sido encontrada em varias doencas autoimunes (Bansal et al, 2011). As células Th17
derivam de células T CD4+ naive na presenca de TGFp, IL-6 e IL-23 (Chang et al, 2010).
Sem IL-6, torna-se provavel que estas células desenvolvam um fendtipo Treg. A interacao
exata entre as células Thl7 e as Treg é ainda pouco conhecida mas algumas evidéncias
sugerem que as células Treg sejam importantes para regular o excesso de atividade das células
Th17 (Bansal et al, 2011). A subpopulagdo Th9 secreta IL-9 e parece desempenhar fungdes do
tipo Th2, tendo relevancia em processos de autoimunidade e alergia (Li H et al, 2010). O
desenvolvimento destas células depende de IL-4 e TGFp1 e ¢ potenciado na presenca de IL-
25 (Palmer et al, 2011).

Vaérios estudos demonstram que a 1,25(0OH),D3 diminui a secrecdo de IL-2, INFY e
IL-12, inibindo seletivamente a resposta Th1l (Overbergh et al, 2000; Arnson et al, 2007;
Palmer et al, 2011; Hewison, 2012). Em estudos in vitro, a adi¢do de 1,25(0OH),Dza células T
humanas aumentou a secrecao de IL-5 e IL-10, favorecendo a dominancia Th2 (Overbergh et
al, 2000; Boonstra et al, 2001). No entanto, estas observacGes tém vindo a ser recentemente
colocadas em causa por estudos usando células T de rato, em que a 1,25(OH),D3; mostra
diminuir ndo apenas o INFY, marcador da resposta Thl, mas também a IL-4, associada a
resposta Th2 (Staeva-Vieira et al, 2002). O estudo de O’Kelly e colaboradores (2002) veio
acentuar esta discordancia pois demonstrou que células imunitarias de ratos knockout para o
gene VDR tinham, ao contrario do que seria expectavel, um nivel reduzido de células Thl.

Enquanto, in vitro, a vitamina D parece favorecer a polariza¢do do fen6tipo Thl para o
Th2, in vivo as suas agdes parecem ser bem mais complexas.

Num estudo recente de Palmer e colaboradores (2011), a 1,25(OH),D3 mostrou reduzir
a atividade das celulas Th17, das céelulas Th9 e das células T que produzem IL-22. De forma
interessante, neste estudo a populagdo Thl foi apenas inibida de forma modesta. O uso de

células deficientes em IL-10 ou de anticorpos bloqueadores da IL-10 aboliu o efeito inibitorio
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da 1,25(0OH),D3 sobre as células Th9 mas ndo sobre as células Th17, sugerindo que a inducao
desta citocina ndo é necessaria a supressao da populacdo Th17 pela vitamina D.

A 1,25(0OH),D3 inibe a expressao da IL-6, necessaria a génese de células Th17, da IL-
12p70, da IL-23p19 e da IL-17 (Kamen et al, 2010). A inibicdo da producao de IL-17 esta
relacionada com a supressao direta da transcricdo do seu gene pela 1,25(0OH),D3 (Joshi et al,
2011). Em ratos com encefalomielite experimental autoimune, um modelo animal de esclerose
maultipla, a 1,25(0OH),D3 diminuiu a diferenciacdo das células Th17 e a producdo de CCR®,
cuja expressao parece ser fundamental no inicio da doenca ao permitir a entrada das células
Th17 no sistema nervoso central (Chang et al, 2010). Em condi¢6es favoraveis a polarizacdo
Th17, a 1,25(0OH),D3 contribuiu para o aumento de células T produtoras de IL-10 mas de
forma surpreendente mostrou diminuir também a diferenciacdo de células Treg, o que foi
atribuido, neste estudo, a sua capacidade de suprimir a producéo de IL-2 (Chang et al, 2010).
Acredita-se que a funcdo das células Treg implique a sinalizacdo via IL-2, 0 que requer a
presenca de ambas as cadeias a e B do seu recetor. Num estudo, ratos knockout para a 1L-2
ndo produziram células Treg CD4+CD25+ (Cantorna e Mahon, 2004). Noutro estudo
realizado em modelos animais de doenca inflamatoria intestinal, o tratamento com
1,25(0OH),D3 reduziu a expresséo de IL-17 enquanto que a ablagdo do gene da la-hidroxilase
levou a expressao de niveis aumentados desta citocina (Liu et al, 2008).

No que toca a acdo da 1,25(0OH),D3 na populacdo de células Treg, a potenciacdo da
producdo de IL-10 e da expressdo do TLR9, que reconhece o ADN viral e as sequéncias
dinucleotidicas CpG (Bansal et al, 2011), sugere uma nova ponte entre a imunidade inata e a
adquirida (Hewison, 2010).

Em contraste com o abundante numero de estudos sobre os efeitos da vitamina D nas
células T CD4+ efetoras, a compreensdo da sua atividade nas células T CD8+ supressoras

permanece limitada. Estudos mais antigos demonstram que a 1,25(0OH),Ds regula ativamente
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a secrecdo de citocinas pelas células CD8+ e pode controlar a sua proliferacdo em resposta a
estimulos imunitarios especificos (Willheim et al, 1999). Contudo, estudos mais recentes
mostram que, embora as células T CD8+ expressem um elevado numero de VDRs, sugerindo
que constituem alvos da 1,25(0OH),Ds, revelam fraca resposta antiproliferativa a acdo da
hormona (Bansal et al, 2011). Por outro lado, o impacto da 1,25(0OH),D3 sobre as doencas
autoimunes nao parece depender dos efeitos exercidos sobre as células T CD8+, como €
mostrado num estudo da encefalomielite autoimune em ratos (Meehan et al, 2002).

Embora tenha sido aqui colocado especial énfase nas acbes da vitamina D sobre a
proliferacdo e o fendtipo das células T, é importante reconhecer que outras vertentes da
funcdo linfocitica possam ser moduladas por esta hormona. Em particular, estudos recentes
mostram que a vitamina D exerce efeitos potentes sobre o recrutamento de células T para

tecidos especificos (Hewison, 2010).

3.2.4 - Modulacéo da funcao de linfécitos B

Tal como as células T, apenas as células B ativas expressam um numero significativo
de VDRs (Hewison, 2010). Enquanto alguns estudos no passado sugeriam que os efeitos da
1,25(0OH),D3 sobre as células B eram efeitos indiretos que resultavam da acdo priméria sobre
as células T helper, estudos mais recentes indicam que a 1,25(0OH),D3 exerce efeitos diretos
na homeostasia das células B (Chen S et al, 2007) (Figura 4). A 1,25(0OH),D3 induz apoptose
de linfocitos B, diminui a producdo de imunoglobulinas, suprime a proliferacéo dos linfocitos
B e a diferenciacdo de plasmocitos e de linfocitos B de memoria (Chen S et al, 2007). Quando
ha exposicéo in vitro a 1,25(0OH),D3 a diferenciacao de linfocitos B € interrompida (Kamen et

al, 2010). De forma notavel, a expressdo da enzima lo-hidroxilase também foi detectada em
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células B, indicando que estas células também podem ser capazes de respostas autocrinicas e

intracrinicas a vitamina D (Hewison, 2010).
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Figura 4 (adaptada de Arnson et al, 2007)

Efeitos imunomoduladores da vitamina D nas células B e em varias subpopulagdes de células TCD4+.
Efeitos predominantemente inibitorios sobre as popula¢cdes Thl, Thl7 e Th9. O favorecimento da
resposta Th2 e a inducdo direta de células Treg ndo sdo consensuais entre os estudos (representado
através de =7 =),

Efeitos inibitorios da vitamina D na diferenciacdo de plasmdcitos e de células B de memoria e na

producéo de imunoglobulinas (Igs). Le— representam inibicdo/diminuicéo.
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4. ASSOCIACAO ENTRE POLIMORFISMOS DO GENE VDR E DIABETES TIPO 1

A DML1 é uma doenca autoimune que resulta da destruicdo das células B pancreaticas
produtoras de insulina, sendo precedida de um estado de insulinite, em que ocorre infiltracdo
dos ilhéus pancreaticos por linfocitos T (Turpeinen et al, 2003). O processo autoimune inicia-
se frequentemente na infancia e progride durante um periodo varidvel de meses a anos antes
da ocorréncia de hiperglicemia. Pela altura do diagnostico, apenas 10% a 30% da massa de
células P persiste funcional (Takiihi et al, 2010).

A DM1 tem uma etiopatogenia multifatorial e ainda s6 parcialmente conhecida,
parecendo resultar de uma interacdo complexa entre varios fatores ambientais e genéticos
(Garcia et al, 2007).

Existem claras diferencas na predisposicdo imunogenética para a DM1 entre 0s
diferentes paises e a incidéncia da doenca parece variar de acordo com estas diferengas
(Takiishi et al, 2010). Os genes codificadores dos antigénios HLA (antigénios leucocitérios
humanos) de classe Il foram identificados como os fatores genéticos mais importantes na
determinacdo do risco de DM1, mas outros loci genéticos tém sido estudados, incluindo a
regido promotora do gene da insulina, o gene do CTLA-4 (gene codificador do antigénio 4
associado as células T citotoxicas, localizado no cromossoma 2933 e envolvido na regulacao
das respostas imunitarias), 0 gene PTPN22 (proteina tirosina fosfatase, ndo recetor do tipo
22), o gene IL2RA (recetor a da interleucina-2) e a regido IFIH1 (interferdo induzido com o
dominio 1 da helicase C) (Boraska et al, 2008). Tendo em conta as evidéncias recentes sobre
o papel imunomodulador da vitamina D, os genes da la-hidroxilase e particularmente, o do
VDR também tém sido propostos como genes de suscetibilidade a DM1.

O gene VDR esta localizado no cromossoma 12gq12-ql4, tem pelo menos cinco

regides promotoras (Guo et al, 2006) e inclui oito exdes codificadores de proteinas (exdes 2 a
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9) e seis exdes ndo transcritos (exdes 1a-1f), que sdo processados alternativamente (Lemos et
al, 2008). Os polimorfismos Fokl F>f (rs10735810); Bsml B>b (rs1544410); Apal A>a
(rs7975232) e Tagl T>t (rs731236) sdo os SNPs (polimorfismos de nucledtido unico) mais
extensivamente estudados (Guo et al, 2006).

O alelo F do SNP Fokl cria um cod&o de iniciacdo alternativo no exdo 2, gerando uma
proteina com trés aminoacidos adicionais (Lemos et al, 2008). Estudos in vitro demonstraram
uma taxa de transcricdo mais elevada do gene VDR em células com o genotipo FF (Pani et al,
2000). Ambos os SNPs Bsml e Apal estdo localizados no intrdo 8 e ndo afetam a estrutura da
proteina VDR. Contudo, 0 SNP Bsml esta fortemente ligado a uma sequéncia de repeticéo de
microssatélites poli(A) na regido 3°, que pode por sua vez influenciar a estabilidade do
MRNA do VDR (Panierakis et al, 2009). O polimorfismo Tagl € um SNP silencioso
localizado no exdo 9, ndo sendo por isso expectavel que altere a funcdo do VDR (Pani et al,
2000).

O primeiro estudo onde foi reportada uma associacgéo entre os polimorfismos do VDR
e a DML foi realizado por McDermott e colaboradores em 1997. Neste estudo concluiu-se que
0 alelo b do polimorfismo Bsml se associava a maior risco de DM1 numa populacao indiana.

Desde esta data inimeros estudos tém sido realizados em diferentes populagdes, mas
os resultados tém-se mostrado contraditorios. Em estudos epidemioldgicos, associacfes
positivas entre os polimorfismos do VDR e o risco de DM1 foram encontradas em populagdes
de origem grega (Panierakis et al, 2009), alemd (Ramos-Lopez et al, 2006), japonesa
(Motohashi et al, 2003; Shimada et al, 2008), chilena (Garcia et al, 2007), espanhola (Marti et
al, 2004), croata (Boraska et al, 2008) e tailandesa (Chang et al, 2000). Contudo, essas
associacOes ndo foram encontradas nas populacdes portuguesa (Lemos et al, 2008), brasileira
(Mory et al, 2009), finlandesa (Turpeinen et al, 2003), norueguesa, romena, britanica e norte-

americana (Nejentsev et al, 2004).
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Numa meta-anélise, em que foram analisados 19 estudos, ndo foi encontrada evidéncia
de associacdo entre qualquer dos SNPs mais estudados e o risco de DM1, quer em estudos
caso-controlo quer em estudos de transmissdo familiar (Guo et al, 2006). Este resultado apoia
as conclusdes do estudo de Nejentsev e colaboradores (2004) onde foram analisadas 3.763
familias com DML, ndo sendo encontrada associacdo entre a doenca e qualquer um dos 98
SNPs do gene VDR estudados.

Em relacdo ao SNP Bsml, a frequéncia de portadores do genétipo BB na populacédo
japonesa mostrou-se significativamente aumentada nos doentes com DM1 em relacdo aos
controlos (Shimada et al, 2008). Mesmo localizado numa sequéncia intronica, é possivel que
o SNP Bsml influencie a expressdo proteica, embora tenha sido descrito que este
polimorfismo ndo altera os niveis de mMRNA do VDR em células mononucleadas do sangue
periférico (Pani et al, 2000). No estudo de Shimada e colaboradores (2008), o gendtipo BB
mostrou-se associado a maior risco de DM1 tanto de inicio lento como de inicio agudo,
embora a associacdo tivesse sido mais forte na DM1 de inicio agudo. Considerou-se inicio
agudo quando, satisfeitos os restantes critérios de DM1, desde o inicio da doenca até ao
tratamento com insulina decorriam menos de seis meses e de inicio lento quando até a
insulinoterapia decorriam mais de 12 meses. Ja noutro estudo japonés (Motohashi et al, 2003),
a maior frequéncia do gendtipo BB na populacdo com DM1 s6 foi estatisticamente
significativa em relacdo aos controlos na DM1 de inicio agudo, sugerindo o papel do
polimorfismo Bsml no padréo de inicio da doenca. No estudo de Shimada e colaboradores, é
sugerido que a frequéncia mais baixa do gendétipo BB na populagdo japonesa (cerca de 1%)
em relacdo a caucasiana (cerca de 10% a 20%) podera ser um dos fatores que contribui para a
mais baixa prevaléncia da DM1 na populacao japonesa.

Outro aspeto interessante que tem sido explorado € a relagdo entre os polimorfismos

do VDR e o nivel serico dos auto-anticorpos. No estudo de Garcia e colaboradores (2007), foi
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encontrada uma associacao entre os gendtipos AabbTT e aabbTT e niveis mais elevados dos
anticorpos anti-GADG65 e anti-1A-2, o que esta de acordo com os resultados do estudo de
Chang e colaboradores na populacao tailandesa (2000). Contudo, noutro estudo mais recente
ndo foram observadas diferencas significativas no perfil dos anticorpos contra antigénios
pancreaticos, de acordo com os diferentes genotipos do VDR (Mory et al, 2009). Também no
estudo de Mory e colaboradores (2009) foi demonstrado que os doentes com DM1 com o
alelo f do SNP FokI tendiam a apresentar niveis mais baixos de funcao residual das células 3
(correspondente a niveis de peptideo C superiores a 0,6ng/mL) mas as diferencas em relacéo
aos controlos ndo foram estatisticamente significativas.

Torna-se clara, portanto, a enorme divergéncia de resultados obtidos, ndo apenas entre
as associacOes positivas e negativas mas também entre as associa¢@es positivas. Enquanto no
estudo de McDermott e colaboradores, o alelo b do polimorfismo Bsml foi referido como o
alelo de risco numa populacéo indiana, foi atribuido ao mesmo alelo um papel protetor na
populacdo alemd (Ramos-Lopez et al, 2006). Mesmo em populacdes caucasianas 0s
resultados encontrados tém sido diferentes: enquanto num estudo, o gendtipo BBAALt
conferiu risco aumentado de DM1, outro estudo concluiu que eram 0s genotipos BbAaTT e
BbAATt os genotipos de risco (Guo et al, 2006).

A divergéncia de resultados podera dever-se a diferencas étnicas ou a interacdes entre
os diversos fatores genéticos e ambientais envolvidos na etiopatogenia da DM1. Um dos
fatores ambientais proposto que podera explicar parcialmente as variacdes nas associacdes
encontradas € a exposicdo a radiacdo UV. Uma meta-analise de 16 estudos de 19 regides
diferentes concluiu que os niveis de radiacdo UV podiam influenciar a associacdo entre o
gendtipo VDR e o risco de DM1 (Ponsonby et al, 2008). Em termos evolutivos ndo é
surpreendente que o gendtipo VDR possa variar de acordo com as condi¢cdes ambientais,

sendo, portanto, apropriado que os estudos sobre os polimorfismos do VDR avaliem a
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exposicdo a radiacdo UV e outros determinantes ambientais dos niveis de vitamina D no
organismo.

A auséncia de controlo da ingestdo dietética de vitamina D nos estudos analisados
constituiu uma das criticas apontadas na meta-analise de Guo e colaboradores (2006), que
consideraram a possibilidade de ndo ser adequado examinar a relacdo entre os polimorfismos
do gene VDR e a DM1, sem avaliar a biossintese individual de vitamina D. Alguns
polimorfismos podem ser apenas funcionalmente importantes na presenca de niveis baixos de
vitamina D. Contudo, Nejentsev e colaboradores (2004) analisaram o efeito exercido pelo pais
de origem e o efeito combinado exercido pelo ano de nascimento e pais de origem na
associacdo entre DM1 e oito SNPs do gene VDR em cinco diferentes populacdes e nao
encontraram heterogeneidade significativa.

Outra critica apontada por Guo e colaboradores (2006) foi a auséncia de controlo, nos
estudos analisados, do fator de confundimento exercido pelo genétipo HLA. Contudo,
existem estudos que encontram associacdes consistentes entre os polimorfismos do gene VDR
e o risco de DM1, mesmo apo6s controlo deste fator de confundimento (Motohashi et al, 2003;
Shimada et al, 2008). Este parece ser um ponto importante ja que, um estudo recente
demonstrou que alguns polimorfismos do VDR interagem com o alelo de suscetibilidade
HLADRBL1 através do elemento de resposta a vitamina D presente na regido promotora do
alelo DRB10301, o que pode ser importante para a manifestacdo da DM1, particularmente na
infancia devido a expressdo pobre de DRB10301 no timo (Takiishi et al, 2010).

Uma vez que os SNPs Bsml, Apal e Tagl ndo possuem nenhum efeito funcional
conhecido, é possivel que os polimorfismos do gene VDR ndo correspondam a loci de
suscetibilidade a doenga mas constituam loci marcadores em desequilibrio de ligagdo com os

verdadeiros loci de suscetibilidade, que por sua vez afetariam a expressdo do VDR (Lemos et
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al, 2008; Panierakis et al, 2009). Assim, os achados divergentes podem dever-se a forca
variavel dos desequilibrios de ligacédo nas diferentes populac@es (Turpeinen et al, 2003).

O polimorfismo Fokl desempenha um papel funcional no sistema imunitario.
Experiéncias in vitro demonstraram que linfocitos com auséncia do polimorfismo Fokl
proliferavam mais ativamente (Mory et al, 2009) e mondcitos e células dendriticas sem este
SNP produziam niveis mais elevados de IL-12p70 ap6s estimulacdo, induzindo assim uma
resposta Thl envolvida na destruicdo das células B pancreaticas (Panierakis et al, 2009).
Também no estudo de Shimada e colaboradores (2008) foi descrito que células
mononucleadas do sangue periférico de doentes com DM1 com o genotipo Bsml BB,
produziam niveis mais elevados de INF-Y', sugerindo que este polimorfismo contribuisse para
a potenciacédo da resposta Thl.

Finalmente, em todos os estudos € evidenciado um problema ja bem documentado dos
estudos de associacdo genética em doencas de etiologia complexa: a falta de replicabilidade.
De facto, a andlise quantitativa destes estudos revela que a falta de consisténcia é comum e
gue o tamanho pequeno das amostras e o grande numero de estudos sdo dois fatores
preditivos de discrepancia independentes (Guo et al, 2006).

Portanto, embora a contribuicdo dos polimorfismos do gene VDR para a etiologia da
DM1 seja um ponto controverso, esta bem estabelecido que a acdo da vitamina D se exerce
através deste recetor e que alguns polimorfismos do gene VDR, especialmente os da regido
promotora ou da regido 3’-UTR (ndo traduzida) podem influenciar a eficiéncia da transcri¢éo
e da traducédo e a estabilidade do mRNA (Guo et al, 2006). Existem mais de 200 SNPs
identificados no gene VDR e mesmo que nenhum deles esteja associado a DM1, é ainda

possivel que estejam envolvidos na sua patogénese, como loci marcadores.
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5. ASSOCIACAO ENTRE POLIMORFISMOS DO GENE VDR E TIROIDITES
AUTOIMUNES

A etiopatogenia das TAIl e multifatorial, envolvendo a interacdo complexa entre
fatores genéticos, fatores ambientais como o tabagismo, o consumo de quantidades excessivas
de iodo, alguns farmacos como a amiodarona e o litio e fatores enddgenos como a gravidez
(Melo, 2006). Contudo, os fatores genéticos sdo preponderantes, sendo-lhes atribuido um
peso relativo superior a 50% (Melo, 2006). A importancia dos fatores genéticos é apoiada
pela maior prevaléncia das TAI entre familiares e pela alta taxa de concordancia em gémeos
monozigoticos (20% a 30%) relativamente aos dizigéticos (0% a 7%) (Maalej et al, 2008).

Até a data, foram estudados mais de 20 loci candidatos relacionados com as TAl,
tendo sido encontradas associagfes consistentes com o0s genes do complexo HLA,
particularmente com as regides DR3 e DR5 (Lin et al, 2006). Na raga branca, os alelos mais
estudados associados a tiroidite de Hashimoto (TH) e a tiroidite pds-parto sdo o0 HLA-DRS,
HLA-DR4 e HLA-DR5, embora diferentes associagdes sejam reportadas em outros grupos
étnicos (Pearce et al, 2003). Polimorfismos no gene CTLA-4 também tém sido
consistentemente associados a maior risco de Doenga de Graves (DG) (Collins et al, 2004).
Entre outros potenciais genes de suscetibilidade estudados encontram-se o do recetor da
tirotropina (TSH) e recentemente, o do VDR (Lin et al, 2006).

Tal como sucedia com a DT1, também aqui se verifica uma grande discrepancia nos
resultados das associagdes entre os varios polimorfismos do gene VDR e o risco de TAI.

Enquanto em estudos na populacéo chinesa (Chen RH et al, 2007) e japonesa (Ban et
al, 2000) o genotipo FF e o alelo F do SNP Fokl foram associados a maior suscetibilidade a
DG, um estudo na populagdo alema sugere o alelo f como o de maior risco (Maalej et al,

2008). Relativamente ao SNP Bsml, o alelo b foi associado a maior suscetibilidade & DG
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numa populacdo polaca (Maalej et al, 2008), mas ja numa populacdo japonesa o alelo B e 0
gendtipo Bb foram referidos como os de maior risco (Ban et al, 2000). De forma interessante,
neste estudo de Ban e colaboradores (2000), as frequéncias alélicas e genotipicas apenas
diferiram significativamente entre as mulheres com DG e os controlos, o que foi atribuido
parcialmente a maior prevaléncia da doenca no sexo feminino. Contudo, num estudo de larga
escala, envolvendo 768 doentes britdnicos com DG e 864 controlos, e onde foram analisados
10 polimorfismos do gene VDR, ndo foi encontrada qualquer evidéncia de associacdo alélica
ou genotipica com a DG (Collins et al, 2004).

Relativamente a TH, um estudo na populacdo japonesa sugere que o0s portadores do
gendtipo FF do SNP Fokl estdo em maior risco de desenvolver a doenca (Ban e Taniyama,
2001), o que esta de acordo com os dados mais recentes do estudo de Lin e colaboradores
(2006) na populacdo chinesa, levando estes autores a proporem o SNP Fokl como um
marcador de suscetibilidade a TH na popula¢éo asiatica.

A discrepancia dos resultados encontrados pode atribuir-se, pelo menos em parte, a
heterogeneidade interpopulacional dos determinantes genéticos e ambientais das TAI (Chen
RH et al, 2007). Contudo, a ndo replicabilidade dos resultados também se pode dever a
dimensdo inadequada das amostras, as diferencas na estratificacdo das populacGes e no
desenho dos estudos, ao efeito de fatores de confundimento, aos erros na classificacdo

fenotipica e a alguns artefactos estatisticos (Collins et al, 2004; Chen RH et al, 2007).
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6. VITAMINAD EDIABETESTIPO 1

Os fatores ambientais como a amamentacgéo, o estilo de vida, a vacinacgdo e as infegdes
virais tém sido implicados na patogénese da DM1 mas a evidéncia de um claro gradiente
norte-sul na prevaléncia desta e de outras doengas autoimunes sugeriu o papel de outro
potencial fator imunomodulador: a exposic¢do a luz solar (Giulietti et al, 2004). De facto, a
incidéncia de DM1 é maior em paises localizados mais a norte sendo, contudo, pouco
provavel que a latitude seja por si s6 um fator de risco independente para o inicio da DM1 ja
que se observa uma correlacdo mais significativa entre a doenca e a radiacdo UVB do que
entre a doenca e a latitude (Takiishi et al, 2010). Para além disso, € bem conhecida a
sazonalidade do inicio da DM1, com um maior nimero de casos diagnosticados no Outono e
Inverno do que no Veréo (Zipitis e Akobeng, 2008). Kahn e colaboradores (2009) reportaram
que criangas nascidas na Primavera tinham maior risco de DM1, o que poderia refletir niveis
de vitamina D maternos e neonatais insuficientes.

O papel da vitamina D na patogénese da DM1 ainda ndo estd completamente elucidado,

embora varios mecanismos possiveis tenham vindo a ser sugeridos (Figura 5).

6.1 - Vitamina D e as células  pancreaticas

O tratamento de células  pancreaticas com 1,25(OH),D3 parece ter um efeito protetor
direto contra a apoptose, o que tem sido atribuido a reducdo da expressdao de moléculas MHC
classe 1, & inducao da expressdo da proteina anti-apoptética A20 e & diminuigdo da expressao

do recetor transmembranar Fas, envolvido na transducdo de sinais apoptéticos (Takiishi et al,
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2010). Outro mecanismo proposto € o aumento da producéo e secrecdo de insulina nas células
B por acdo da 1,25(0OH),D; através da regulacdo do fluxo de célcio e também de vias
independentes do célcio (Borkar et al, 2010).

A 1,25(0OH),D3 também reduziu a producéo das citocinas IL-1p e IL-15 e da proteina
10 induzida pelo INFY (IP-10) nas células B, sugerindo que a vitamina D pode reduzir a
migracao e o recrutamento de células T efetoras e de macrofagos para os ilhéus pancreéaticos
(Takiishi et al, 2010).

Para além dos efeitos nas células [ pancreaticas, a 1,25(0OH),D3; também tem sido
associada a um aumento da sensibilidade a insulina nos 6rgdos-alvo: figado, mdsculo

esquelético e tecido adiposo (Takiishi et al, 2010).

LMHCI Tecido,
JLFas J_ apoptose « adiposo .
1 B i - 1,25(0H),D, - L insulinorresisténcia
1 Tolerancia a glicose

Producio e secrecio de

insulina
Li-1p Migracao e recrutamento de células T
LIL-15 J_ efetoras e de macrofagos para os ilhéus

pancreaticos

LIP-10

Figura 5 (adaptada de Takiishi et al, 2010)

Mecanismos propostos para a possivel acdo protetora da vitamina D na DM1.

L representa inibi¢do/diminuicéo; 1representa estimulacdo/aumento.
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6.2 - Estudos em modelos animais

Os ratos NOD constituem modelos animais excelentes para o estudo da interacao entre
fatores ambientais e genéticos na etiopatogenia da DM1, dada a evolucdo espontanea e a
semelhanca com a patogénese da doenca nos humanos.

A capacidade de inibicdo da DM1 em ratos NOD pelos agonistas do VDR tem sido
extensivamente estudada. De forma interessante, a 1,25(OH),D3 mostrou reduzir a incidéncia
de insulinite e prevenir o desenvolvimento de DM1 apenas em ratos com menos de 3 semanas
(antes do aparecimento de insulinite), mas ja a combinacdo do agonista do VDR MC1288
com ciclosporina foi capaz de reduzir a incidéncia da doenca em ratos com 8 semanas
(Adorini e Penna, 2008). Outro analogo da vitamina D, BXL-219, diminuiu a producao in
vitro e in vivo de citocinas pré-inflamatorias pelas células B pancreaticas e inibiu o
recrutamento de células T auto-reativas (Adorini e Penna, 2008). No estudo de Giulietti e
colaboradores (2004) foi observado que a deficiéncia de vitamina D in utero e em ratos NOD
muito jovens se associava a uma forma de apresentacdo mais agressiva da DM1. Neste
estudo, foi encontrado um perfil aberrante de citocinas macrofagicas, uma deficiéncia de
células Treg CD4+CD62L+ e uma expressdo aumentada de IL-1 nos ilhéus pancreaticos.

Os linfocitos T de ratos NOD tratados com 1,25(0OH);D; ndo demonstraram
capacidade de transferir a DM1 para ratos NOD previamente irradiados (Casteels et al, 1998).

No caso da DML ja estar instalada, a 1,25(OH),D3; mostra fraca capacidade de reverter
a doenca, possivelmente porque a massa de células B restante ndo ¢ suficiente para suprir as
necessidades de insulina. Nesta fase, uma das alternativas a insulinoterapia é a transplantagédo
de células B ou de ilhéus pancreaticos (Takiishi et al, 2010). Nos ratos NOD transplantados
com ilhéus singénicos e tratados com o analogo KH1060 juntamente com a ciclosporina foi
observado um prolongamento significativo da sobrevida do enxerto em comparagdo com ratos

controlo e uma diminuicdo da faléncia precoce e da rejeigéo tardia do enxerto (Mathieu et al,
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2001). Mais recentemente, a combinacdo do analogo TX527 com a ciclosporina ou com 0
INF-B também induziu um atraso significativo na recorréncia de diabetes apds transplante de
ilhéus com um aumento da expresséo pancreatica de IL-10 (Gysemans et al, 2002).

Contudo, os resultados obtidos a partir de ratos knockout para o gene VDR tém sido
conflituosos. Enquanto Zeitz e colaboradores (2003) encontraram nos seus modelos glicémias
mais elevadas e niveis mais baixos de insulina circulante, Mathieu e colaboradores (2001) ndo
observaram alteracOes significativas na tolerancia a glicose ou na incidéncia de diabetes nos
seus modelos de ratos knockout para 0 VDR.

Estes resultados contraditérios poderdo dever-se a diferencas nos genotipos ou na
homeostasia fosfocélcica entre os ratos mas também podem sugerir a existéncia de
redundancia nas vias de sinalizacdo da vitamina D, ou seja, a presenca de mecanismos

compensatdrios que entram em acdo quando o VDR ndo esta presente (Zeitz et al, 2003).

6.3 - Niveis séricos de vitamina D em doentes com Diabetes tipo 1

Em vérios estudos caso-controlo, mas ndo em todos, foram encontrados niveis séricos
de 25(OH)D3 e ocasionalmente de 1,25(0OH),D3 mais baixos em doentes com DM1 do que em
controlos saudaveis (Tabela 1).

No estudo DISS (Diabetes Incidence Study in Sweden), os niveis de 25(OH)D3 eram
significativamente mais baixos na DM1 de inicio recente e também apos um periodo de 8
anos, em relacdo ao grupo controlo (Littorin et al, 2006). Neste estudo, concluiu-se que nédo
havia diferencas significativas nos niveis de vitamina D durante os meses de Verdo e Inverno,

excluindo-se assim a possibilidade de variagdo sazonal. Estes resultados sdo corroborados por
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outros estudos (Greer et al, 2007; Bener et al, 2008) e pelo estudo mais recente de Borkar e
colaboradores (2010), que reportaram niveis séricos de 25(OH)D3 mais baixos em 50 criangas
indianas com DM1 comparativamente aos controlos. Contudo, esta associacdo ndo €
encontrada em todos os estudos. Bierschenk e colaboradores (2009) avaliaram 0s niveis
séricos de 25(OH)D3 numa populacdo de 415 individuos da Florida e reportaram a presenca
de niveis semelhantes entre doentes com DM1, seus familiares em primeiro grau e controlos.
De forma surpreendente, identificou-se uma grande proporcdo de individuos com
insuficiéncia de vitamina D em todos os grupos estudados, mesmo num ambiente com boa
exposicao solar.

A discordancia dos resultados entre os estudos pode dever-se aos diferentes tamanhos
das amostras e portanto, a heterogeneidade no poder estatistico, e também a desvalorizacao de
varios fatores de confundimento (Kriegel et al, 2011). Embora alguns estudos caso-controlo
tenham em conta a influéncia de certos fatores, como a origem étnica e a estacdo do ano, nos
niveis séricos de vitamina D, tornam-se necessarios estudos prospetivos mais alargados que
controlem fatores adicionais como o tipo de pele, 0s comportamentos de exposicdo/eviccao
solar, a atividade da doenca, a creatininémia, a microalbuminuria, a acetoacidose e o0 uso de
certos farmacos como glucocorticoides e hidroxicloroquina (Bierschenk et al, 2009; Kriegel et
al, 2011).

Assim, a maior limitagdo destes estudos caso-controlo é a possibilidade de causalidade
reversa, isto €, os niveis baixos de vitamina D serem uma consequéncia e ndo uma causa da

doenca (Kriegel et al, 2011).
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6.4 - Relacéo entre o consumo de vitamina D e o risco de Diabetes tipo 1

Os resultados dos estudos epidemiologicos sobre o potencial papel da suplementacéo
com vitamina D na diminuicdo do risco de DM1 tém-se revelado contraditorios (Tabela 2).

Em 2001, um estudo de coorte de grande dimenséo, que acompanhou mais de 10.000
individuos finlandeses desde o nascimento até aos 31 anos, encontrou um efeito protetor
potente da suplementacdo regular com vitamina D no primeiro ano de vida (Hypponen et al,
2001). De forma interessante, na Finlandia, o pais com maior taxa de incidéncia de DM1 no
mundo, a cada reducdo substancial dos valores recomendados de vitamina D na infancia (de
4500Ul/dia antes de 1964 para 400Ul/dia em 1992), correspondeu um aumento da taxa de
incidéncia de DM1 (Mohr et al, 2010).

Também no estudo caso-controlo conduzido por Stene e Joner (2003), em que se
guestionaram as maes de 545 criangas sobre 0 uso de suplementos de vitamina D durante a
gravidez e o primeiro ano de vida das criangas, foi descrita uma associacdo significativa entre
a toma de suplementos de vitamina D cinco ou mais vezes por semana e a reducao do risco de
DM1.

Em 2008, uma meta-analise dos resultados de 4 estudos caso-controlo e um estudo de
coorte revelou uma reducdo de 29% do risco de DM1 em criancas suplementadas com
vitamina D, em relacdo as que ndo recebiam suplementacdo (Zipitis e Akobeng, 2008). Nesta
meta-andalise encontraram-se também evidéncias de um efeito dose-resposta, isto €, o risco de
DML era menor nas criangas que recebiam doses mais elevadas de vitamina D.

Ja num estudo mais recente, ndo foi encontrada uma diferenca significativa nas
concentracdes séricas de 25(OH)D; durante o primeiro trimestre de gravidez entre mées de
criangas que vieram a desenvolver DM1 e mées de criangas ndo diabéticas da mesma idade

(Miettinen et al, 2012). Apesar de estes resultados apontarem para a baixa probabilidade da

40




deficiéncia relativa de vitamina D durante as fases iniciais da gravidez contribuir para o
desenvolvimento de DML1 nos filhos, trata-se de uma conclusdo que ndo pode ser precipitada
pois uma grande proporcdo das mulheres estudadas tinha deficiéncia ou insuficiéncia de
vitamina D (Miettinen et al, 2012).

Outros estudos tém analisado a associacdo entre o consumo de vitamina D e o
desenvolvimento de autoimunidade contra as células B pancreaticas (IA), isto €, a positividade
para pelo menos um dos seguintes auto-anticorpos: anti-GADG65, anti-insulina e anti-1A2. No
estudo de coorte realizado por Brekke e Ludvigsson (2007), o consumo de vitamina D durante
a gravidez foi avaliado através de um questionario pds-parto preenchido por mais de 16.000
mées. Concluiu-se que a suplementacdo com vitamina D durante este periodo se associava a
uma reducdo da IA nas criangas com 1 ano de idade mas ndo nas criangas com 2,5 anos. Ja
num estudo de coorte prospetivo de maiores dimensdes, realizado na Finlandia, nao foi
encontrada qualquer associagdo entre o consumo de vitamina D, também avaliado atravées de
um questionario pos-parto, e o risco de DM1 ou de IA, numa populacdo de criancas de alto
risco genético para DM1 conferido pelo genétipo HLA DQB1 (Marjamaki et al, 2010). Outro
estudo produziu resultados interessantes, indicando que o consumo de vitamina D através dos
alimentos mas nao através de suplementos durante o terceiro trimestre de gravidez, avaliado
através de questionario pos-parto, se associava a um risco significativamente reduzido de 1A
num grupo de criangas norte-americanas seguido durante 4 anos (Fronczak et al, 2003).

Todos os estudos prospetivos que avaliam o consumo de vitamina D através de
questionarios sao limitados, antes de mais, por um viés de memodria, isto &, pela incapacidade
de os individuos recordarem com exatiddo a frequéncia de consumo de determinados
alimentos (Kriegel et al, 2011). Também se torna muito dificil avaliar de forma adequada o

conteddo de vitamina D de cada alimento (Kriegel et al, 2011), para além de que considerar
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apenas 0 consumo desta vitamina na avaliacdo dos seus niveis circulantes é fonte de grave
erro, pois esta a ignorar-se a fonte mais importante: a exposi¢éo solar (Simpson et al, 2011).

Para minorar esta Ultima fonte de erro, Simpson e colaboradores (2011), ndo so
avaliaram o consumo de vitamina D longitudinalmente como também o0s niveis séricos de
25(0OH)D3; numa subpopulacdo do estudo DAISY (Diabetes Autoimmunity Study in the
Young), que acompanha um grupo de 2.644 criancas com suscetibilidade genética para DML1.
Concluiram que nem o consumo de vitamina D nem os niveis de 25(OH)D3 se associavam
com o risco de desenvolver 1A nem com a progressao para DM1 em crian¢as que ja tinham
desenvolvido autoimunidade. Este estudo tem a desvantagem de apenas ter sido medida a
concentracdo de 25(OH)D3z em 128 criangas, um nimero relativamente pequeno.

A inconsisténcia dos dados epidemioldgicos sobre a suplementacdo com vitamina D e
0 risco de DM1 tem gerado algum debate na comunidade cientifica. A discordancia dos
resultados pode em parte ser explicada pelo facto de que o consumo de vitamina D em varias
populacdes estudadas € demasiado reduzido para produzir efeitos significativos. As diferencas
entre um consumo considerado alto e um baixo variam, em estudos observacionais, em média,
apenas 300 a 400Ul/dia (Kriegel et al, 2011).

N&o existem na atualidade estudos aleatorizados de grandes dimensdes que utilizem a
suplementacdo com altas doses de vitamina D como prevencdo primaria da DM1 na
populacdo geral, dificultando a compreensdo do papel desta suplementacdo na espécie
humana. Serd a suplementacdo com doses moderadas a altas de vitamina D protetora em
relacdo a autoimunidade em geral e 8 DM1 em particular? Seréo os niveis séricos de vitamina
D reduzidos um fator de risco para a doenga? Apenas um estudo aleatorizado controlado
duplamente cego, de longa duracdo e com uma amostra significativa podera responder a estas

questdes.
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6.5 - Intervencao clinica: suplementacdo com vitamina D na Diabetes tipo 1

As evidéncias de que a suplementacdo com a vitamina D na infancia precoce poderia
diminuir o risco de DML1 e os resultados de varios estudos in vitro e in vivo apontando para o
papel desta vitamina na protecao das células B pancreaticas, levantaram a possibilidade de a
incluir nos esquemas terapéuticos da DM1, quando a doenca ja esta instalada (Tabela 3).

No primeiro estudo piloto conduzido por Pitocco e colaboradores (2006), um grupo de
34 doentes com DM1 de inicio recente recebeu insulinoterapia intensiva juntamente com
0,25ug de calcitriol em dias alternados, engquanto ao grupo controlo foi administrada
insulinoterapia e nicotinamida (25mg/kg) diariamente. O estudo produziu, contudo, resultados
algo inconclusivos, mostrando ndo haver diferencas significativas na funcdo residual de
células B e apenas uma modesta e transitdria redugdo das necessidades de insulina no grupo
que recebia calcitriol. J& noutro estudo aleatorizado controlado, os resultados sugeriram que a
1a(OH)D3 em conjunto com a insulinoterapia preservava a fungdo das células B pancreaticas
em doentes com LADA (Latent Autoimmune Diabetes in Adults), uma forma de DM1 com
algumas caracteristicas de DM2 no seu inicio (Li et al, 2009). Enquanto 70% dos doentes com
DML1 tratados com insulina e 1a(OH)D3 mantiveram ou aumentaram os niveis de peptideo C
em jejum ap6s um ano de tratamento, somente 22% dos tratados apenas com insulina
mantiveram os niveis de peptideo C estaveis. Contudo, podem ser apontadas limitacGes deste
estudo, nomeadamente a pequena dimensdo da amostra estudada (apenas 35 doentes com
LADA no total) e o facto de os niveis séricos de 1a(OH)D3 e de 1,25(0OH),D3 ndo terem sido
obtidos. Para além disso, na LADA a perda da func¢do residual das células  pancredticas ¢é
muito mais lenta que na DM1 com inicio na infancia, oferecendo uma janela de oportunidade
mais favordvel a intervencgdo terapéutica (Li et al, 2009). Os doentes com LADA podem
mesmo constituir modelos humanos adequados para o0 estudo da imunoterapéutica na

preservagao das células f.
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Estes resultados sdo contrariados por estudos mais recentes em que a vitamina D tem
demonstrado ser ineficaz na protecao da fungao de células B em doentes com DM1. No estudo
de Walter e colaboradores (2010), a administracdo de 0,25ug/dia de calcitriol ao grupo de 22
doentes com DM1 mostrou ser segura mas ndo provocou diferencas significativas nos valores
de peptideo C em jejum, nos valores médios de peptideo C ou no pico de peptideo C ap6s um
teste de tolerancia, em relacdo ao grupo de 18 diabéticos que receberam placebo. Também a
hemoglobina glicada (A1C) e as necessidades de insulina se mantiveram semelhantes entre o0s
dois grupos ao longo dos 18 meses de observacao.

Igualmente em 2010, o estudo aleatorizado controlado duplamente cego conduzido por
Bizarri e colaboradores chegou a resultados semelhantes: no grupo de doentes com DM1 de
inicio recente e niveis basais elevados de peptideo C (>0,25nmol/L) tratado com 0,25ug/dia
de calcitriol, os niveis de A1C, as necessidades de insulina e a queda dos niveis de peptideo C
foram semelhantes ao grupo tratado com placebo.

E interessante notar que estes resultados vdo de certa forma ao encontro das
observacdes feitas em ratos NOD, em que os beneficios da 1,25(0OH),D3; eram perdidos se
esta fosse administrada tardiamente no decurso da doenca (Adorini e Penna, 2008). Mesmo
que a suplementacdo com vitamina D na pequena infancia reduza o risco de DML, é provavel
gue os seus beneficios se resumam a modulacdo do inicio do processo autoimune, ndo tendo
beneficios adicionais se administrada ap6s o inicio da doenca (Walter et al, 2010; Bizarri et al,
2010).

Em suma, as evidéncias atuais ndo apoiam a utilizacdo da vitamina D para melhorar o

tratamento da DM1.
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Tabela 1: Niveis séricos de vitamina D em doentes com Diabetes tipo 1 (adaptada de Kriegel et al, 2011)

~ Hormonas - -
Populacéo Doentes Controlos estudadas Associacdo Resultados Referéncia
p<0,0001 para os
459 com DML1 de inicio n“g"\;f?e\g;hz_na
Suécia recente; 208 25(0OH)D; Sim ~ ’ Littorin et al, 2006
. . p=0,04 para os
138 oito anos depois v .
niveis de vit. D 8
anos depois
- 50 criangas (uma semana .
India ap6s o diagnéstico de DM1) 50 25(0OH)Ds Sim p<0,009 Borkar et al, 2009
L. 153 controlos ~ _ Bierschenk et al,
Flérida, EUA 156 com DM1 106 familiares em 1° grau 25(0OH)Ds Né&o p=0,87 2009
p=0,009 para os
Qatar 170 criangas com DM1 170 25(0OH)Ds; PTH Sim niveis médios de Bener et al, 2008
vit. D
Austrélia 47 criangas com DM1 94 25(0H)D; e Sim p=0,002 Greer et al, 2007

1,25(0H),D;




Tabela 2: Relagé&o entre o consumo de vitamina D e o risco de Diabetes tipo 1 (adaptada de Kriegel et al, 2011)

Grupo de estudo

Controlos

Consumo de
vitamina D

Duragdo do
estudo (anos)

Resultados

Referéncia

~ Tipo de

Populacao estudo

Finlandia Coorte
Noruega  Caso-controlo

Suécia Coorte
Finlandia Coorte
EUA Coorte
EUA Coorte
EUA Coorte

81 doentes com
DM1

545 criangas com
DM1

8694 criancas
com1anoe 7766
com 2,5 anos

165 criancas com
genotipo de alto
risco HLA DQB1

16 criangas com
1A

1875 criancas
com risco
aumentado para
DM1°

178 criangas com
1A

10.285 controlos
saudaveis

1668 criancas
saudaveis

11.081 criangas com
1 ano e 8805 com 2,5
anos

3723 criangas com
genotipo de alto risco
HLA DQB1

206 criangas sem A

769 criangas com
risco aumentado para
DM1°

198 criangas com 1A

Suplementacéo
durante 1° ano de
vida

Suplementacdo
durante gravidez e
1° ano de vida

Suplementacéo
durante gravidez

Consumo materno e

aos 1 e 3 meses
apos o parto

Consumo e
suplementacéo
durante gravidez

Consumo de vit. D
durante a infancia

Consumo de vit. D
durante a infancia

31

2,5

18

18

'RR 0,12 (?IC 0,03-0,51) para a suplementacéo
regular Vs. Sem suplementacéo

*0R 0,98 (IC 0,73-1,31) para 0 consumo

>5vezes/sem Vs. 0 vezes/sem durante a

gravidez e OR 0,97 (IC 0,73-1,29) para
consumo >5 vezes/sem durante 1° ano vida

OR 0,71 (IC 0,52-0,96) para a reducéo da IA
a0s 12 meses mas OR 1,25 (IC 0,91-1,73) aos
30 meses

Consumo materno de vitamina D a partir da
alimentacdo comum RR 1,25 (IC 0,8-1,95) e a
partir de suplementos RR 1,05 (IC 0,95-1,16)
para o risco de 1A e DM1 na descendéncia

*HR 0,37 (1C 0,17 a 1,78) para 0 consumo de
vit. D a partir da alimentac&o e a diminuicdo do
risco de 1A

O consumo de vit. D ndo esta associado com o
risco de IA. HR 1,13 (IC 0,95-1,35)

O consumo de vit. D ndo est4 associado com a
progressdo para DM1 em criangas com 1A. HR
1,30 (I1C 0,91-1,86)

Hypponen, 2001

Stene e Joner, 2003

Brekke e Ludvigsson,
2007

Marjamaki et al, 2010

Fronczak et al, 2003

Simpson et al, 2011

Simpson et al, 2011

1 RR: risco relativo;

2|C: Intervalo de confianca a 95%;

30R:0dds ratio;

*HR:Hazard ratio;

*Gendtipo HLA de risco ou familiares em 1° grau com DM1



Tabela 3: Suplementagdo com vitamina D na Diabetes tipo 1 (adaptada de Kriegel et al, 2011)

Duracéo

Populacéo Doentes Controlos Anélogo da vitamina D (Meses) Resultados Referéncia
70% dos doentes tratados com
. 1o(OH)D3 mantiveram ou
China 17 doentes com 18 doentes com la(OH)_D3 Q,Sug/dla 12 aumentaram os niveis de peptideo C Li et al, 2009
LADA LADA (xinsulina) C
em jejum Vs. 22% tratados apenas
com insulina
34 doentes com 33 doentes com DM1 Calcitriol 0.25ua em dias Reducdo das necessidades de
Italia DM1 a receber a receber =9Hg 12 insulina aos 3 e 6 meses mas ndo aos  Pitocco et al, 2006
- L - SO alternados
insulina+calcitriol insulina+nicotinamida 9 e 12 meses
15 doentes com Aos 6, 12 e 24 meses, ndo houve
- DM1 e peptideo C 12 doentes com DM1 . . diferengas significativas nas o
Italia basal >0,25nmol/L a receber placebo Calcitriol 0,251g/dia 24 necessidades de insulina, na A1C e Bizarri et al, 2010
a receber calcitriol na diminuicdo do peptideo C
Aos 18  meses, diminuicdo
semelhante (40%) em ambos o0s
22 doentes com 18 doentes com DM1 rupos dos valores médios, em jejum
Alemanha DM1 a receber ber placeb Calcitriol 0,25pg/dia 18 g dp ico d i » €M JEJ Walter et al, 2010
calcitriol a receber placebo e do pico de peptideo C ap6s prova

de tolerancia. A1C e necessidades de
insulina semelhantes




7. VITAMINAD E TIROIDITES AUTOIMUNES

As TAI constituem um conjunto de patologias da tiroide de alta prevaléncia, com base
fisiopatologica comum mas com manifestaces clinicas diferentes (Melo, 2006).

Nos EUA, estima-se que 10% da populagdo possua anticorpos contra antigénios
tiroideus — a prevaléncia na raga branca é superior, atingindo cerca de 14%, enquanto na raga
negra se situa em torno de 5% (Pearce et al, 2003). A prevaléncia no sexo feminino é 8 a 9
vezes superior a do sexo masculino e a prevaléncia aumenta com a idade, sendo que 25% das
mulheres com mais de 60 anos possuem anticorpos anti-tiroideus (Melo, 2006). Mesmo que a
maioria das pessoas com anticorpos anti-tiroideus detetaveis tenha uma funcéo glandular
normal (Pearce et al, 2003), as TAI, incluindo a TH, a DG e a tiroidite pds-parto, constituem
talvez as doencas autoimunes mais prevalentes, com uma prevaléncia estimada em cerca de
5% da populacdo em geral (Kivity et al, 2011).

No que toca a etiopatogenia, sabe-se que os sinais inflamatorios resultantes do dano ou
necrose das células tiroideias, que por sua vez poderdo resultar de infecGes bacterianas ou
virusais, do excesso de iodo ou de alteragcbes do microambiente local, provocam um aumento
do nimero de CAAs profissionais na tiroide (Melo, 2006). Estas células promovem a ativacao
de células T helper especificas para antigénios tiroideus, levando a uma alteracdo dos normais
mecanismos de tolerancia imunoldgica (Melo, 2006).

Os proprios tirocitos assumem um papel fulcral na progressao do processo autoimune,
passando a expressar varias moléculas como HLA classe | e Il que lhes permitem apresentar
diretamente antigénios aos linfocitos T CD8 citotoxicos e também ICAM-1, LFA-3, TNF, IL-
1 e CD40 que promovem a estimulacdo e citotoxicidade linfocitaria (Melo, 2006). Um
exemplo do papel dos tirdcitos esté patente na interagdo do recetor Fasl nestas células com o

Fas nos linfécitos T que pode levar a apoptose das células T, mecanismo de grande
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importancia na DG e que podera explicar a escassez de linfécitos na tiroide destes doentes
(Pearce et al, 2003).

O mecanismo para a destrui¢do autoimune da tiroide provavelmente envolve ambas as
imunidades celular e humoral, dai que a infiltracdo da glandula por um numero semelhante de
linfocitos B e T seja uma caracteristica histologica frequente em varios tipos de tiroidites
autoimunes (Pearce et al, 2003). Contudo, na TH, também designada tiroidite linfocitica
crénica ou autoimune cronica, ha um predominio da polarizagdo Thl, enquanto na DG
predominam as respostas Th2 (Melo, 2006).

Na TH o predominio Thl leva a dominancia dos mecanismos de imunidade celular,
com grande infiltracdo linfocitaria da tiroide e citotoxicidade mediada por linfécitos T CD8
citotoxicos e pelo complemento (Melo, 2006). A apoptose, sobretudo através de vias
dependentes do recetor Fas ou CD95 constitui outro mecanismo importante na destruicdo
autoimune da glandula - na TH, 20% a 30% das células epiteliais da tiroide apresentam
alteracdes apoptoticas, enquanto na tiroide normal, estas s6 se verificam em cerca de 1% das
células (Melo, 2006).

Ja na DG, a polarizacdo Th2 é dominante, levando ao predominio dos mecanismos de
imunidade humoral, com producdo de anticorpos estimuladores dos recetores da TSH
(TRADs) e escassa infiltracdo linfocitaria (Melo, 2006).

A TH é a causa mais frequente de bdcio e hipotiroidismo nas regides onde o aporte de
iodo € suficiente. Cerca de 95% dos casos ocorrem no sexo feminino, sendo o pico de
incidéncia da doenca entre os 30 e os 50 anos (Devdhar et al, 2007). Histologicamente,
observa-se um padréo de infiltracdo linfocitica difusa constituida por células B e T, que se
podem agregar e formar foliculos linfoides com centros germinativos e nas fases mais
avancadas pode estar presente fibrose de extensdo variavel (Melo, 2006). A maioria dos

doentes tem positividade para anticorpos contra varios componentes da tiroide: tiroide
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peroxidase (TPO), tiroglobulina (Tg) e anticorpos bloqueadores do recetor da TSH (Devdhar
et al, 2007). Os anticorpos anti-TPO sdo fortemente positivos em cerca de 90% dos casos,
constituindo o marcador da doenga. Sdo o0s anticorpos que mais se relacionam com a
disfuncéo clinica da tiroide, estando associados a inflamagéo linfocitica e a lesdo glandular
(Pearce et al, 2003). Fixam e ativam o complemento, levando a libertacdo de citocinas,
prostaglandinas e espécies reativas de oxigenio que promovem a lesdo sub-letal das células
(Melo, 2006), embora haja poucas evidéncias de que este efeito toxico constitua um
mecanismo destrutivo primario (Pearce et al, 2003). Os anticorpos anti-Tg estdo presentes em
20% a 50% dos doentes e o seu papel é menos claro (Pearce et al, 2003).

A DG ¢ a causa mais frequente de hipertiroidismo, sendo responsavel por 60 a 80%
dos casos. E 5 a 10 vezes mais prevalente no sexo feminino e com incidéncia maxima entre os
20 e 0s 40 anos (Chen RH et al, 2007). Os TRAbs ligam-se a uma sequéncia de aminoacidos
na regido terminal-NH2 da porc¢édo extracelular do recetor (Melo, 2006) e ndo s6 deslocam a
TSH como também possuem atividade estimulante da tiroide, uma vez que ativam a adenil
ciclase, iniciando uma cadeia de reacdes que levam ao crescimento anormal da glandula e a
hipersecrecdo de hormonas tiroideias (Chen RH et al, 2007).

Embora a literatura existente sobre a relacdo da vitamina D com as TAI seja bastante
mais escassa do que a que existe sobre a vitamina D com a DML, dois estudos em modelos
animais apontam para o papel desta vitamina na etiopatogenia das TAI. No estudo de Chen e
colaboradores (2002), a suplementacdo com vitamina D em conjunto com a ciclosporina,
preveniu eficazmente a inducdo de tiroidite autoimune experimental. Ja noutro estudo, a
deficiéncia de vitamina D em ratos BALB/c levou ao desenvolvimento de hipertiroidismo
persistente (Misharin et al, 2009).

Até hoje, muito poucos estudos analisaram o impacto da deficiéncia da vitamina D na

incidéncia das TAI em humanos e os estudos existentes obtiveram resultados discordantes. A
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presenca de uma alta prevaléncia de TAI na populacdo indiana (a prevaléncia nas criancas
situa-se entre 0s 9% e os 13%) e tambem de alta prevaléncia de hipovitaminose D ofereceu
uma boa oportunidade para o estudo da associacdo entre estes dois fatores (Goswami et al,
2009). Neste estudo, 85% dos 642 participantes apresentavam concentracdes sericas de
25(0OH)D3 inferiores ou iguais a 25nmol/L e os autores reportaram a inexisténcia de
alteracdes nos niveis de expressdo do VDR, apontando assim para a auséncia desta via de
adaptacdo nos humanos face a deficiéncia/insuficiéncia de vitamina D. Embora Goswami e
colaboradores tenham encontrado uma associacdo inversa significativa entre os niveis séricos
de 25(OH)Ds e os niveis de anticorpos anti-TPO, esta associacdo revelou-se fraca, pois apenas
0,6% da variacdo dos titulos de anticorpos podia ser atribuida aos niveis de 25(OH)D3. No
entanto, os autores admitiram que a hipovitaminose na populacdo estudada poderia ter
constituido uma limitacdo, impedindo que fosse determinado um hipotético papel protetor de
niveis mais elevados de 25(OH)D3 nas TAL.

Ja num estudo mais recente que avaliou os niveis séricos de 25(OH)D3; em 50 doentes
com TAI, 42 doentes com patologia tiroideia ndo autoimune e 98 individuos saudaveis, a
prevaléncia de deficiéncia de vitamina D (definida neste estudo como niveis abaixo de
10ng/mL) era significativamente maior nos doentes com TAI relativamente aos individuos
saudaveis (72% versus 30,6%) e também nos doentes com TH em relacdo aos doentes com
patologia ndo autoimune (79% versus 52%) (Kivity et al, 2011). Esta diferenca nao foi
significativa entre os doentes com DG e 0s doentes com patologia ndo autoimune (64% versus
52%). Neste estudo, a deficiéncia de vitamina D também se correlacionou com a presenca de
anticorpos anti-tiroideus e com a disfuncéo tiroideia. Nos doentes com TAI, a disfungéo
tiroideia foi documentada em 53% dos doentes com baixos niveis de vitamina D, sendo de
apenas 22% naqueles que apresentavam niveis de 25(OH)D3 acima de 10ng/mL. Também o0s

niveis de TSH tenderam a apresentar uma relacdo direta com os niveis de vitamina D mas
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apenas nos doentes com TAI, ndo se verificando esta relagdo no grupo de doentes com
patologias ndo autoimunes. J& os niveis das hormonas tiroideias T3 e T4 ndo mostraram
qualquer associacdo com os niveis de vitamina D em qualquer dos grupos estudados.

E possivel, contudo, apontar algumas limitacdes deste estudo, nomeadamente a sua
amostra reduzida, a heterogeneidade da populacédo estudada e a auséncia de informacéo sobre
doengas concomitantes, comportamentos nutricionais e sociais, como por exemplo o tempo
dispendido no exterior (Kivity et al, 2011).

Tal como outras teorias de causalidade reversa propostas para explicar 0s baixos niveis
de vitamina D noutras doencas autoimunes — a malabsorcao na doenca inflamatoria intestinal
e na esclerose sistémica; a evicgdo solar devido ao envolvimento cutaneo ou
fotossensibilidade no lapus eritematoso sistémico ou na dermatomiosite; a reducdo das
atividades no exterior devido a incapacidade provocada pela artrite reumatoide ou pela
esclerose multipla; o tratamento com corticosteroides — também nas tiroidites autoimunes,
onde nenhum destes mecanismos € muito comum, é possivel pensar que o metabolismo ésseo
acelerado nos doentes com hipertiroidismo leva a elevacdo da calcémia, com consequente
retrocontrolo negativo nos niveis de PTH e na sintese de 1,25(0OH),D3 (Kivity et al, 2011).

No entanto, o estudo de Kivity e colaboradores (2011) demonstrou uma auséncia de
associacdo entre o hipertiroidismo e os baixos niveis de vitamina D, deixando em aberto a
possibilidade de a deficiéncia vitamina D desempenhar um papel priméario na patogénese das

TAL
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CONCLUSAO

Apesar do grande nimero de estudos in vitro e em modelos animais que comprovam o
papel imunomodulador da vitamina D e a sua participacdo em processos autoimunes, nao
existem evidéncias suficientes em humanos que permitam estabelecer com firmeza que o
consumo desta vitamina esteja associado a uma diminuigéo do risco de DM1 e TALI.

Embora inGmeros estudos epidemioldgicos demonstrem niveis mais baixos de
vitamina D em doentes com estas endocrinopatias, tal ndo é suficiente para estabelecer uma
relagdo de causalidade, tendo de ser considerada a hipotese de se tratar de um fenémeno de
causalidade reversa.

S&0 necessarios, portanto, estudos aleatorizados controlados duplamente cegos, com
longos periodos de seguimento e amostras significativas, que investiguem a relacdo de
causalidade e, caso esta seja encontrada, a formulacdo, doses, duracdo e periodos de
suplementacdo mais adequados.

A determinacdo da formulacdo e das doses ideais poderd constituir um dos maiores
desafios, dado que os niveis 6timos de 25(OH)D; para todos os sistemas organicos
permanecem desconhecidos e poderdo variar consoante as diferentes funcdes bioldgicas. Por
outro lado, o risco de hipercalcémia ndo pode ser esquecido, tornando necessario o
desenvolvimento de analogos ndo hipercalcemiantes que preservem as acles
imunomoduladoras da vitamina D mas que possam ser utilizados com seguranca na especie
humana.

Quando se adaptam terapéuticas de sucesso dos modelos animais para os humanos, é
importante ter em conta varios fatores de confundimento, como o sexo, a idade, o estilo de
vida e até o genotipo. Os efeitos da suplementacdo com vitamina D podem ser afetados pelos

polimorfismos do gene VDR e desta forma o seu conhecimento permitiria selecionar
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individuos nos quais a suplementacdo pudesse ser usada com mais eficacia na prevencgédo
destas doencas.

Neste contexto, e tendo em conta os resultados desanimadores da administracdo da
vitamina D na terapéutica da DM1, a suplementacdo tendo em vista as suas agdes nao-
classicas ndo é atualmente recomendada.

Todas estas observagdes sugerem que, apesar dos grandes avancgos cientificos que nos
ultimos anos permitiram inaugurar uma nova era da vitamina D, a nossa compreensao das

suas agdes ndo classicas esta longe de estar completa.
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