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RESUMO

A retinopatia diabética (RD) constitui importante causa de cegueira adquirida entre diabéticos. Fatores
clinicos estdo relacionados ao risco para RD, em adicdo, diversos marcadores genéticos tém sido
investigados, dentre eles, polimorfismos do MTHFR e VDR. Atividade defeituosa desses genes podem
atenuar mecanismos implicados na patogenia da RD, no entanto, o impacto dos polimorfismos
rs1801131 e rs1801133 ainda é inconclusivo, enquanto que para o0 rs1544410 ha uma escassez de
estudos na literatura. Neste trabalho a relacdo dos polimorfismos rs1801131, rs1801133 e rs1544410
com RD foi investigada por meio de estudo transversal em amostra de 109 individuos com tempo de
duracdo de diabetes mellitus tipo 2 (DM2) entre 5 e 10 anos. Apos avaliacdo oftalmoldgica foi
constituido um grupo de 40 afetados e 69 nao afetados por RD. DNA gendmico foi extraido de células
bucais. Os dados genéticos foram obtidos por PCR-RFLP e analisados utilizando o teste exato de
Fisher. Coleta de sangue e urina para determinagGes de marcadores metabolicos foi feita em 62
individuos e as médias dos valores foram comparados a distribuigdo alélica e genotipica do rs1544410.
Né&o houve associagdo entre alelos ou genotipos dos polimorfismos rs1801131 e rs1801133 com RD.
O alelo b e o grupo genotipico Bb+bb do rs1544410 foram mais frequentes no grupo de afetados
apresentando leve significancia: [OR 0.5 (95% IC 0.31-0.98) p=0,0478] e [OR 3.4 (95% IC 1.07-10.9)
p=0,496] respectivamente. Nenhuma das variaveis clinicas estiveram associadas com rs1544410
embora uma tendéncia para valores maiores de proteina C-reativa em portadores do alelo b
tenha sido identificada mas sem significancia estatistica. Em concluséo este estudo sugere que na
amostra estudada o polimorfismo rs1544410 do VDR esteve relacionado ao risco de RD, mas néo o
rs1801131 e rs1801133 do MTHFR.

Palavras-chave: diabetes mellitus tipo 2; MTHFR; retinopatia diabética; VDR.



ABSTRACT

Diabetic retinopathy (DR) is an important cause of acquired blindness among diabetics. Clinical
factors are related to the risk for DR, in addition, genetic markers have been investigated, among them
VDR and MTHFR polymorphisms, however, the impact of rs1801131 and rs1801133 polymorphisms
is still inconclusive, while for rs1544410 there is a shortage in the literature. In this work the
relationship of polymorphisms rs1544410, rs1801131 and rs1801133 with DR was investigated by
cross-sectional study in a sample of 109 individuals with type 2 diabetes (T2DM) duration between 5
and 10 years. After ophthalmological screening a group of 40 affected and 69 unaffected by DR was
composed. Genomic DNA was extracted from buccal cells. Genetic data were obtained by PCR-RFLP
and analyzed using Fisher's exact test. Blood sample and urine for metabolic markers determinations
were obtained in 62 subjects and the mean values were compared to the allele and genotype
distribution of rs1544410. There was no association between alleles or genotypes of polymorphisms
rs1801131 and rs1801133 with RD. The polymorphic allele b and genotypic group Bb + bb of
rs1544410 were more frequent in the affected group with mild significance: [OR 0.5 (95% CI 0.31-
0.98) p = 0.0478] and [OR 3.4 (95% CI 1.07-10.9) p = 0.496], respectively. None of the clinical
variables were associated with rs1544410 although a trend towards higher values of C-reactive protein
in patients allele b has been identified but not statistically significant. In conclusion, this study
suggests that the sample investigated rs1544410 polymorphism of the VDR was related to the risk of
DR, but not rs1801131 and rs1801133 MTHFR polymorphisms.

Keywords: diabetic retinopathy; MTHFR; type 2 diabetes; VDR.
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1. INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) tem emergido como epidemia mundial e a sua prevaléncia na
populacéo se encontra em curva ascendente, ndo havendo perspectiva de mudanca de direcéo
para as proximas décadas. Consiste em uma das maiores causas de morte e hospitalizagao,
causando significativos gastos aos o6rgdos de saude publica (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2014). A retinopatia diabética (RD) € um importante agravo do diabetes e
a sua progressdo implica em uma série de danos a qualidade de vida do paciente que pode
culminar em perda total ou parcial da visdo (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES,
2014).

O desenvolvimento das técnicas moleculares tornou possivel o estudo dos mecanismos
e também a investigacdo de fatores genéticos responsaveis pela predisposicao para doengas,
em especial as de natureza multifatorial ou complexa. A identificacdo destes fatores pode
auxiliar na escolha do tratamento, e predizer o risco de futuras complicagdes, a exemplo da
RD, constituindo um passo para a medicina personalizada (PETROVIC, 2013).

O receptor de vitamina D (VDR) é um ativador de transcri¢do localizado no nucleo
celular (ANDRUKHOVA et al., 2014). E o efetor central das acdes da vitamina D no
organismo com impacto em varios processos fisioldgicos a exemplo do metabolismo do
calcio e fosfato, metabolismo insulinico, modulacdo de processos proliferativos, de
diferenciacéo celular e do sistema imune, desta forma, alteracdes no VDR podem ter potencial
de acarretar desequilibrios fisioldgicos que por sua vez possam contribuir para instalacdo de
processos patoldgicos diversos (CHEN et al., 2014). Vaérios estudos tém investigado o
impacto de polimorfismos do VDR em diversas condi¢fes patoldgicas tais como: sindrome
metabolica (AL-DAGHRI et al., 2014a), obesidade (AL-DAGHRI et al., 2014b), carcinoma
hepatocelular (FALLETI et al., 2010), lupus eritematosos (LUO et al., 2012), caquexia
(PUNZI et al., 2012) e etiologia da diabetes (ZHANG et al., 2012). Por outro lado registra-se
poucos estudos na literatura que investiguem a sua relacdo com RD (BUCAN et al., 2009;
CAPOLUONGO et al., 2006; CYGANEK et al., 2006) e nenhum deles na populacdo
brasileira.

A hiperhomocisteinemia (HHci) estd estabelecida como fator de risco para
complicagdes macrovasculares (STANGER et al., 2001; CLARKE et al., 2012; MA et al.,
2014) e seu impacto nas complicacbes microvasculares no diabetes tem sido investigado
(SCHALINSKE; SMAZAL, 2012; BARBIERI et al., 2014). A relacdo entre HHci e a RD

ainda permanece inconclusiva, embora estudos pontuais tenham encontrado associagdo



(KAYADIBI et al., 2014; MALAGUARNERA et al., 2014, XU et al., 2014). A 5,10-
metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) é uma enzima envolvida no processo de
conversdo da homocisteina (Hci) em metionina e portanto tem implicacdo direta com o0s seus
niveis plasmaticos (SCHALINSKE; SMAZAL, 2012). Foi demonstrado que o polimorfismo
rs1801133 pode diminuir a atividade da enzima e consequentemente elevar a Hci no plasma
(FROSST et al., 1995). O polimorfismo rs1801131 esté localizado no dominio regulatério da
MTHFR e as evidéncias a respeito do seu impacto sobre a HHci séo controversas (NAGELE
et al 2011; WEISBERG et al., 2001). Os dois polimorfismos tém sido estudados na RD, mas
resultados controversos séo observados em diferentes populacdes (ERRERA te al., 2006; NIU
etal., 2011; SETTIN et al., 2014).

O presente estudo teve como objetivo analisar a associacdo entre polimorfismos
rs1544410 do gene VDR, rs1801131 e rs1801133 do gene MTHFR na ocorréncia de
retinopatia diabética em DM2 e sua relacdo com parametros clinicos, bioguimicos,
inflamatorios e do estresse oxidativo em estudo de caso-controle em amostra de pacientes

diabéticos da Paraiba.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.Diabetes mellitus

2.1.1. Epidemiologia e classificacéo

O Diabetes mellitus (DM) é um distarbio do metabolismo dos carboidratos
caracterizado por um quadro de hiperglicemia cronica. Em 2013 o nimero de portadores de
diabetes em todo o mundo foi estimado em 382 milhdes, dos quais 46 % provavelmente
desconheciam sua condi¢édo, além disso o nimero de 6bitos tendo o DM como causa primaria
foi de 5,1 milhées no mesmo ano. No Brasil ha cerca de 12 milhdes de portadores na
populagdo entre 20 e 79 anos de idade, o que corresponde a 9 % desta populacdo. A
estimativa é que o nimero de portadores de diabetes alcance os 592 milhGes em 2035, o que
representa um aumento de 55 % comparado aos ndmeros atuais (INTERNATIONAL
DIABETES FEDERATION, 2014).

A doenca ocupa o quarto lugar em nUmero de mortes dentre as doencas ndo
transmissiveis. Essa elevada prevaléncia somada a perspectiva de grande crescimento nas
proximas décadas em todos 0s paises, bem como o grande nimero de mortes e elevados
gastos financeiros (11 % do total gasto em saude no mundo em 2013) faz do DM um grave
problema de saude publica (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014).

Na Paraiba e em Jodo Pessoa a DM afeta respectivamente cerca de 200 mil e 40 mil
individuos na faixa-etaria entre 30 e 69 anos de idade o que corresponde a uma taxa de 10 %
nessa populacdo. Em 2009, houve 35 mortes para cada 100 mil habitantes em decorréncia de
DM na Paraiba, indice superior ao apresentado pelo Brasil e pela regido Nordeste (BRASIL,
2011).

A hiperglicemia persistente caracteristica do DM é resultado da incapacidade de
secre¢do e/ou atuacdo da insulina, um horménio peptidico que é responsavel pela captacdo da
glicose plasmatica em quase todos os tecidos do organismo humano, a excec¢ao dos neurdnios,
logo apo0s a sobrecarga de carboidratos no organismo, assim esse hormonio controla a
concentracdo da glicose no sangue (ASHCROFT; RORSMAN, 2012).

Ha dois tipos principais de DM que respondem por um nudmero superior a 95 % de
todos os casos identificados e que diferem quanto ao mecanismo que leva a hiperglicemia. O

diabetes tipo 1 (DM1), presente em 5-10 % dos casos ¢ causado pela destrui¢do das células 3



pancreaticas que por sua vez pode ser desencadeada por infec¢es virais ou distarbios
autoimunes, havendo também tendéncia hereditaria em muitos casos. O resultado é a
deficiéncia de insulina, um hormonio peptidico que é produzido e secretado pelas células 3
(FU et al, 2013).

O diabetes do tipo 2 (DM2) presente em 90-95 % dos casos se desenvolve mais
lentamente, sendo influenciada por fatores ambientais, habitos alimentares e estilo de vida,
um exemplo é a forte co-associacdo com a obesidade. Na DM2 todos esses fatores contribuem
para a resisténcia periférica a acdo da insulina (HU, 2011). Nos estagios iniciais as células 3
secretam insulina normalmente, no entanto, a demanda prolongada de producdo para
compensar a resisténcia periférica pode conferir certo esgotamento das células B levando a
uma deficiéncia secundéaria na producéo e secre¢do do hormonio (ASHCROFT; RORSMAN,
2012). Vias diferentes sob o controle combinado de fatores ambientais e genéticos sdo
hipotetizados para resultar na resisténcia a insulina e insuficiéncia das células p (SKOVSd,
2014).

O diagndstico da DM é estabelecido a partir da concentracdo de glicose plasmatica >
126 mg/dL no jejum e/ou > 200 mg/dL 2 horas ap0s ingestdo de 75 g de glicose (teste de
tolerancia a glicose oral) e/ou glicemia randémica > 200 mg/dL associada a sinais e sintomas
classicos como polidria, glicostria e cetoacidose. Outro marcador importante é a
determinagdo de hemoglobina glicada (HbA1) > 6,5 % (o valor representa o percentual de
moléculas de hemoglobina que sofreu incorporacdo de glicose sobre o total de moléculas de
hemoglobina circulante) que fornece estimativa da glicemia média dos 120 dias anteriores da
sua medicdo, que é o tempo médio de vida de uma hemécia na circulacdo (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DIABETES, 2014; AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2015).

2.1.2. Complicac@es vasculares na diabetes

O diabetes prolongado e descontrolado de ambos os tipos resulta em lesGes envolvendo
vasos sanguineos de meédio e grande calibre como artérias e veias (complicacdes
macrovasculares) e vasos capilares e arteriolas em tecidos especificos (complicactes
microvasculares) (CHAMNAN et al, 2009; MATHEUS et al., 2013).

As lesbes macrovasculares consistem em doenca aterosclerdtica levando a um risco
maior de ocorréncias cardiacas ou periféricas, como infarto do miocardio (HAFFNER et al,
1998), acidente vascular encefalico (ANDRADE et al., 2012; BANERJEE et al., 2012) e
gangrena por isquemia, uma causa comum de amputacdo de membros (ALVARSSON et al,



2012). O DM constitui, portanto, um fator de risco para doencas cardiovasculares (DCV) e
esta, por sua vez, é a causa mais comum de hospitalizacdo, morte e invalidez entre os
portadores de diabetes em diferentes partes do mundo (YOUNG et al., 2008; JACKSON et
al., 2012; FATEMI et al., 2014).

As lesbes microvasculares acometem as vénulas, arteriolas e vasos capilares levando a
disfuncdo de 6rgdos ou tecidos-alvos tendo seus efeitos mais profundos na retina, rim e
nervos periféricos, resultando em retinopatia diabética, nefropatia diabética e neuropatia
diabética, respectivamente (NATHAN et al, 2009; LITWAK et al, 2013), embora esta ultima
esteja relacionada com alteracGes em células neuronais em maior escala do que por disfuncéo
microvascular (VINCENT et al., 2011)

O impacto da diabetes sobre as complicacBes macrovasculares e microvasculares é
demonstrada pela consistente associacdo entre hiperglicemia crbénica e a incidéncia e
progressdo desses eventos. Foi demostrado em um grande estudo prospectivo que cada 1 % de
reducdo do percentual de hemoglobina glicada (HbA1c) esta relacionada com uma reducéo de
21 %, 14 % e 37 % no risco de morte por complicacBes da diabetes, infarto do miocardio e
lesbes microvasculares respectivamente no diabetes tipo 2 (STRATTON et al, 2000). Estudo
do grupo de pesquisa Diabetes Control and Complications Trial (1993) demostrou que um
controle glicémico intensivo reduziu em 76 % o risco de inicio de retinopatia e em 54 % o
risco de progressdo, bem como reduziu em 39 % o risco de nefropatia e em 60 % para
neuropatia em pacientes com DM1 tratados com o objetivo de manter as concentracdes de
glicose pre-prandial na faixa entre 70 e 120 mg/dl em comparacdo com pacientes sem
controle glicémico rigido.

Esses achados encontram refor¢co em estudos mais recentes que mostram a importancia
do controle glicémico intensivo e seu impacto na incidéncia de complica¢cfes vasculares em
DM1 e DM2 a longo prazo desde que feito a partir dos primeiros anos da doenca (GERSTEIN
et al., 2008; NATHAN et al., 2009; HOLMAN et al., 2014). Inversamente observou-se que se
o controle glicémico for feito apenas muito tardiamente o papel benéfico pode ndo ser
esperado (KONIG et al., 2013). Esse fendmeno tem sido denominado “memoria metabolica”
e embora ainda ndo esteja elucidado ha a hipotese de que mecanismos epigenéticos estejam
envolvidos (REDDY et al., 2015).

Outros fatores apontados por estudos epidemioldgicos estdo associados com o
desenvolvimento de complicagcbes vasculares no DM de maneira independente ou em

combinagdo com outros fatores, como: dislipidemia (GINSBERG et al., 2010), elevado grau



de obesidade (ALBU et al., 2010) hipertensdo sistolica (HATA et al., 2013), tabagismo
(CHATURVEDI et al., 1997) e sedentarismo (SLUIK et al., 2012).

As diferentes lesdes vasculares desencadeadas na DM compartilham alteracdes
fisiopatoldgicas semelhantes, embora haja diferencas especificas de cada tecido em resposta
ao estresse metabdlico comum, por exemplo: aumento da permeabilidade vascular, apoptose
de celulas vasculares importantes, incluindo pericitos da retina e poddcitos dos glomérulos
renais (caracteristicas de retinopatia e nefropatia respectivamente), adesdo de células
inflamatdrias, proliferacdo de células endoteliais ou musculares lisas (na retinopatia e
aterosclerose, respectivamente) e por fim alteracbes hemostaticas, como trombos ou
hemorragias (RASK-MADSEN; KING, 2013).

2.1.3. Retinopatia diabética

A retinopatia diabética (RD) é uma complicacdo microvascular do DM especifica da
retina e pode ser definida como uma microangiopatia que afeta as arteriolas, capilares e
vénulas retinianas em resposta a hiperglicemia duradoura (ZORENA et al., 2013).

Uma recente analise de estudos de base populacional revelou que em 2012 haviam 93
milhGes de portadores de qualquer tipo de RD representando 34,6 % do total global de
diabéticos sendo 66 milhdes para a retinopatia diabética ndo proliferativa (RDNP) e 17
milhGes para a retinopatia diabética proliferativa (RDP) na faixa etaria de 20-79 anos (YAU et
al, 2012).

A RD atinge 90 % dos diabéticos portadores do tipo | e 60 % dos diabéticos tipo II,
com faixa etéria entre 16 e 64 anos e se manifesta em média ap6s 5 anos de DM2, assim sua
presenca no momento de diagnostico da DM2 indica o estagio do avango da diabetes no
periodo em que foi negligenciada (STRATTON et al., 2001; LOOKER et al., 2012).

Atualmente os critérios aceitos para a classificacdo clinica da RD séo baseados na
metodologia do grupo Early Treatment of Diabetic Retinophathy Study (ETDRS) padronizada
por Wilkinson et al., (2003) e que constitui uma escala de danos visuais encontradas no
decorrer da progressdo natural da doenga (Quadro 1). Clinicamente a RD é identificada pela
presenca de algumas ou todas das seguintes lesdes: microaneurismas, hemorragias, exsudatos
duros de lipidios, manchas algodonosas, edema macular, oclusdo capilar e neovascularizagéo.
A neovascularizagdo marca a progressdo para o estagio de pior prognostico da doenca, a RDP,

e sua distingdo da RDNP no diagndstico clinico (Fig. 1).



Quadro 1. Classificagdo da retinopatia diabética

Achados na oftalmoscopia

Nivel de severidade o « .
apos dilatacéo da pupila

Retinopatia diabética ndo aparente Sem anormalidades
Retinopatia diabética ndo proliferativa Poucos microaneurismas
Leve

Retinopatia diabética ndo proliferativa

Moderada Quantidade intermediaria de aneurismas

Qualquer um dos seguintes:

- mais de 20 hemorragias intra-retinianas em
cada um dos quatro quadrantes*

- dilatagdo venosa definitiva

- alteragdes microvasculares intra-retinianas
proeminentes no quadrante*

- sem sinais de neovascularizagéo

Retinopatia diabética nédo proliferativa
Severa

Um ou mais dos seguintes:
Retinopatia diabética proliferativa - neovascularizagéo
- hemorragia pré-retiniana/vitrea

*quadrante: ¥ do campo visual da lente do oftalmoscépio (instrumento utilizado para avaliagdo do
fundo de olho). FONTE: Adaptado de Wilkinson et al., (2003).

Fig. 1. Oftalmoscopia do fundo de olho na RD. A: RDNP severa com microaneurismas (setas pretas),
hemorragia (seta amarela) e exsudatos (seta branca); B: RDP com microaneurismas (setas pretas),
juntamente com uma area de neovascularizacdo do disco Optico (seta amarela) e exsudatos (seta
branca); C: RDP apds uso de marcador fluorescente mostrando areas de profunda ndo perfusdo da
retina (estrela) inimeros pontos brancos indicando aneurismas (setas brancas); D: microaneurismas
capilares (setas grossas) e capilares degenerados (setas finas) em RDP. FONTE: Tang e Kern (2011).




2.1.3.1 Fatores de risco

A prevaléncia de RD aumenta com a duracdo do tempo de diabetes, sendo este
considerado o mais importante fator de risco para a sua progressdo como evidenciado em
grandes estudos de base epidemioldgica, onde foi observado que em pacientes diabéticos sem
qualquer intervencdo rigida de controle glicémico a prevaléncia de retinopatia era de 8 % ap06s
trés anos da patologia, enquanto decorridos quinze anos de DM a prevaléncia da RD era 80 %
em DM1 e 86 % em DM2 (KLEIN et al., 1998; KLEIN et al., 2008). Em meta-analise recente
Yau et al., (2012) concluiu que ap6s 20 anos do diagnostico de DM a RD pode ser encontrada
em até 76% dos individuos. Outros estudos tém confirmado o impacto do tempo de exposi¢do
a hiperglicemia em ambos os tipos de DM no surgimento e progressdo da RD em diferentes
populacdes (KIM et al., 2011; SALINERO-FORT et al., 2013; XU et al., 2014).

A hiperglicemia persistente desencadeia a maior parte dos processos que promovem o
desenvolvimento da RD, assim um controle glicémico adequado traz beneficios quanto a
prevencdo em diabéticos recém diagnosticados e/ou progressao para estagios mais avancados
em individuos ja afetados, nesse contexto a principal abordagem na conduta clinica da doenca
é a reducdo dos niveis de glicose sanguinea (< 126 mg/dL no jejum) e hemoglobina glicada (<
6,5 %) (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2015). Concentragdes maiores destes
dois marcadores caracterizam mau controle glicémico e sua associagdo como fator de risco
independente para RD tem sido confirmada por varios estudos (STRATTON et al., 2000;
KLEIN et al., 2008; KAWASAKI et al., 2011; KIM et al., 2011; SALINERO-FORT et al.,
2013; XU et al., 2014).

Hipertensdo Arterial (HA) est4 presente em mais de 60 % dos individuos com DM2 em
uma relacdo de co-morbidade assim como a obesidade (NILSSON et al., 2011). A HA é um
fator de risco para o desenvolvimento de complicacdes vasculares no entanto o seu impacto
nesses eventos depende da presencga de outros fatores de risco (GRASSI et al., 2012), assim
tem-se verificado que individuos com DM2 e HA (pressdo sistolica >140/90 mmHg)
apresentam risco maior de desenvolver RD em comparacdo com individuos sem HA
(KAWASAKI et al., 2011; SALINERO-FORT et al., 2013). A reducdo da pressdo arterial
(PA) para os valores normais (140/90 mmHg) pode ter efeito benéfico no que diz respeito a
prevencdo da RD para até 4 a 5 anos de DM2 (SIMO; HERNANDEZ, 2012).

Tem sido reportado associagdo entre a presenca de microalbuminidria e RD em DM2
(MANAVIAT et al., 2004; AJOY-MOHAN et al., 2011; CHEN et al., 2012). Kim et al (2011)

reportaram que pacientes com microalbuminuria foram 4,7 vezes mais propensos a ter uma



RD severa do que aqueles sem microalbuminuria entre sul-coreanos com DM2. Por outro lado
no estudo espanhol ndo houve associacdo significativa entre microalbumindria e RD, mas
apenas uma ligeira tendéncia [OR = 1,17, 95% CI = 0,75-1,82] segundo o0s autores
(SALINERO-FORT et al., 2013). A microalbuminuria é a excrecdo urinaria de albumina
plasmaética superior a 30 mg/24h e quando o valor passa de 300 mg/24h o termo empregado é
macroalbuminuria, sendo um marcador comumente utilizado de inicio precoce de lesdo renal
como no caso da nefropatia diabética (ND) (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES,
2014). Devido as semelhangas das caracteristicas fisiopatoldgicas alguns autores tém
interpretado que ND e RD parecem progredir de maneira paralela e que uma condi¢do pode
preceder a outra (AJOY-MOHAN et al., 2011; HE et al., 2013).

Recentemente, Salinero-Fort et al (2013) elaborou uma probabilidade de risco para DR
com base numa amostra de 2.748 espanhois com DM2. Esse estudo concluiu que um risco
menor para a ocorréncia de RD é observado em homens com tempo de DM2 inferior a 7 anos,
sem hipertensdo ou microalbumindria, com HbAlc < 7 %, colesterol LDL entre 100-190
mg/dL e que ndo usaram aspirina regularmente. J& o maior risco foi observado em mulheres
com duracdo de DM2 de mais de 22 anos, com microalbumindria e hipertensdo, HbAlc >8%,
colesterol LDL >190 mg/dL e uso regular de aspirina (SALINERO-FORT et al., 2013).

Todos os fatores de risco associados devem ser considerados com o objetivo de
prevenir o aparecimento e progressdo da RD e consequente comprometimento na qualidade
de vida dos individuos afetados ja que a RD traz sérios danos a visdo, podendo levar a
cegueira caso sua progressdo nao seja interrompida (EL-ASRAR, 2013).

Estudos que indicam diferenca significativa na frequéncia de RD entre diferentes
grupos étnicos (EMANUELE et al., 2005) bem como sua maior agregacdo entre irmdos nao
gémeos independente dos fatores de risco clinicos e ambientais fornecem indicios da
existéncia de componente genético na susceptibilidade a esta complicacdo (REMA et al.,
2002; HIETALA et al., 2008).

Uma variedade de genes candidatos tem sido investigada quanto a sua participa¢do na
etiologia ou modulacdo da RD, dentre os quais: genes que codificam proteinas envolvidas em
processos oxidativos (HOVNIK et al., 2009; EL-BAB et al., 2013), proliferativos (HAN et al.,
2014), via do poliol (ABHARY et al., 2010) e receptores de produtos de glicacdo avancada
(YANG et al., 2013).



10

2.1.3.2 Fisiopatologia

Embora definida como uma microangiopatia decorrente da exposicdo prolongada a
hiperglicemia, a fisiopatologia da RD €& complexa e parece ser resultado ndo s6 de
complicagdes microvasculares, mas também de processos neurodegenerativos e inflamatérios
(TANG; KERN, 2011; OLA., et al 2013). No entanto o componente vascular exerce o papel
central no desenvolvimento da RD e ja é estabelecido que a microvasculatura da retina
responde ao estresse metabolico por meio de vias bioquimicas, tais quais, via do poliol, via
dos AGEs (produtos finais de glicacdo avancada), ativacdo da PKC (proteina cinase C),
estresse oxidativo e sistema renina-angiotensina (TARR et al., 2013).

As alterac6es morfoldgicas na microvasculatura da retina iniciam-se com espessamento
progressivo da membrana basal que reveste os capilares causando a diminui¢do da perfusdo
capilar e subsequente isquemia, isso induz a hipdxia que desencadeara uma série de danos ao
tecido (CURTIS et al., 2009). A primeira consequéncia da hipoxia € a perda de pericitos,
células associadas a parede endotelial, cuja importancia fisioldgica consiste em manter,
reparar e fornecer suporte ao vaso sanguineo e regular o fluxo sanguineo ja que possui
mecanismo contréatil. A hipdxia juntamente com o espessamento da membrana basal além dos
efeitos diretos da hiperglicemia como a producdo de AGEs induz o rompimento da estreita
ligagdo entre as células endoteliais os pericitos e a morte destes por apoptose (BELTRAMO;
PORTA,; 2013).

Outra consequéncia da hipdxia é a resposta tecidual a essa condi¢do que envolve a
producdo de citocinas inflamatdrias e do fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF,
sigla em inglés para vascular endothelial growth factor). O VEGF estimula a proliferacéo e
migracdo de células endoteliais e também contribui para o aumento da permeabilidade
vascular e rompimento da barreira hemato-retininana. O papel do VEGF no processo da
neovascularizacdo que consiste na proliferacdo de vasos sanguineos é central, sendo alvo no
tratamento da RDP (WIROSTKO; WONG; SIMO, 2011.).

A diminuicdo do ténus vascular causada pela perda de pericitos e 0 rompimento das
jungdes intercelulares nas células endoteliais também em consequéncia da hipoxia leva ao
aumento da permeabilidade vascular, bem como a ocorréncia dos microaneurismas. Tanto na
RDNP quanto na RDP o aumento da permeabilidade capilar e/ou o rompimento da barreira
hemato-retinina gera uma condi¢do chamada edema macular (EM) que em estagio avangado
constitui a causa da perda visual em individuos retinopatas (CURTIS et al., 2009; ZORENA
etal., 2013).
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2.1.4. Mecanismos bioquimicos para efeito da hiperglicemia

Os efeitos deletérios da hiperglicemia no organismo podem ser explicados por varias
vias bioquimicas que possivelmente agem simultaneamente e/ou compartilham alguns
processos e produtos. Entender os mecanismos envolvidos é essencial para a compreenséo da
etiologia dos processos patoldgicos e sua relagdo com fatores clinicos e ambientais além de
facilitar o desenvolvimento de estratégias para o tratamento (RASK-MADSEN; KING, 2013).

2.1.4.1. Formacao de produtos finais de glicacdo avancada (AGEs)

Produtos finais de glicacdo avancada (em inglés, advanced glycation end products,
AGEs) sdo resultado de reacdes ndo enzimaticas entre grupos carbonila de derivados da
glicose, como o 3-deoxiglicosana, que se ligam covalentemente com grupamentos amino de
proteinas plasmaéticas, a exemplo da albumina, fibrinogénio, imunoglobulinas ou mesmo de
proteinas estruturais como o colageno (SINGH et al., 2014).

No contexto das complicacdes da DM os AGEs atuam de diversas formas: a primeira
delas é a interacdo direta com moléculas de colageno da matriz extracelular de grandes vasos,
fazendo com que esta perca a sua elasticidade predispondo ao rompimento ou leséo
endotelial. Além de seu efeito direto o AGE possui um receptor especifico (RAGE) que é
expresso em macrofagos, linfécitos T, endotélio e musculo liso vascular (OTT et al., 2014). A
interacdo AGE-RAGE leva a liberacdo de citocinas e fatores de crescimento inflamatorios,
proliferacdo de células musculares lisas, geracdo de espécies reativas de oxigénio e atividade
pro-coagulatdria nas células endoteliais (CHILELLI, 2013).

A avaliacdo do percentual de hemoglobina glicada (HbAlc), um AGE, tem sido
incorporada na pratica clinica como um marcador de desordem glicémica mais sensivel que a
determinacdo da glicemia de jejum por ser menos influenciado pelo estado prandial ou
estresse agudo e fornecer informacdes a respeito do controle glicémico referente a um periodo
de 120 dias que é o tempo médio de uma hemacia na circulacdo (LYONS; BASU, 2012).

Na retina os receptores RAGE sdo expressos em pericitos e endotélio e ao interagirem
com seus ligantes desencadeiam 0 processo de apoptose nos primeiros e superproducdo de

VEGF no segundo, que por sua vez estimula a neovascularizagdo (OTT et al., 2014).
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2.1.4.2. Via do poliol

No diabetes a via do poliol é a via de metabolizacdo do excesso de glicose. Células
endoteliais fenestradas, como no caso do endotelio da retina, possuem grande permeabilidade
a glicose, de forma que os niveis de glicemia intracelular sdo equipardveis ao nivel
plasmaético. Nestes tecidos o excesso de glicose intracelular é reduzido a sorbitol por agdo da
enzima aldose redutase, em seguida parte do sorbitol é convertido em frutose pela acdo da
sorbitol dehydrogenase. Essa reacdo usa como cofator a forma reduzida da nicotinamida
dinucleotideo fosfato (NADPH) que também é requerido na reacéo de formacdo de glutationa
reduzida (GSH) um importante antioxidante celular. A competicdo pela NADPH compromete
a formacdo de GHS, assim esse seria um mecanismo pela qual a hiperglicemia persistente
aumenta a susceptibilidade celular ao estresse oxidativo (LORENZI, 2007; TARR et al.,
2013).

Por causa da sua natureza hidrofilica, o sorbitol excedente da segunda reacdo nédo se
difunde através da membrana plasmatica e se acumula no interior da célula podendo alterar o
seu equilibrio osmdtico, ja o ultimo produto desta via, a frutose, pode ser fosforilada em
frutose-3-fosfato e em seguida clivada em 3-deoxiglicosona, ambos compostos estéo
envolvidos na formacéo de produtos finais de glicacdo avancada (TARR et al., 2013).

A importancia desta via no desenvolvimento de complicagbes microvasculares,
sobretudo na retina, é a evidéncia que um aumento da permeabilidade vascular e da ruptura da
barreira sanguinea da retina demonstraram ser evitados na deficiéncia de aldose redutase
(CHEUNG et al., 2005). Os estudos de polimorfismos genéticos também indicam que a
aldose redutase esta envolvida no desenvolvimento de RD (ABHARY et al., 2010)

2.1.4.3. Ativacédo da proteina cinase C (PKC)

A hiperglicemia estimula a via de sinalizacdo da proteina cinase C (PKC) através da
sintese aumentada de diacilglicerol DAG a partir de intermediarios glicoliticos. O DAG é um
segundo mensageiro que atua juntamente para a ativacdo desta via. A ativagdo da PKC, uma
serina/treonina cinase, € uma via de transducdo de sinais importante para Varios processos
fisioldgicos, dentre os quais: fungdo neural, inflamacédo e processos proliferativos (TABIT et
al., 2010). Os niveis de DAG acompanham o crescimento da concentracdo da glicose
intracelular em células endoteliais adrticas, pericitos retinianos, células musculares lisas e
células mesangiais (GERALDES; KING, 2010).
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O impacto da ativacdo desta via sobre as complica¢des do diabetes, sobretudo na RD, é
mediado pela sintese aumentada de fatores pré-angiogénicos a exemplo do VEGF implicado
na neovascularizacao da retina, producdo de citocinas inflamatorias e disfuncéo de leucdcitos
que conduzem a episddios de oclusdo capilar. Um evento que tem sido bastante implicado
com a PKC é a disfuncdo endotelial (KOLLURU; BIR; KEVIL, 2012). Ensaio clinico
utilizando ruboxistaurina como inibidor de PKC demonstrou uma redugéo significativa no
risco de perda visual e progressao da RD (CLARKE; DODSON, 2007).

2.1.5. Estresse oxidativo

O estresse oxidativo é o resultado do desequilibrio entre a geracdo de moléculas
altamente instaveis e de elevada reatividade e o sistema de remoc¢édo destas. Essas moléculas
sdo chamadas de radicais livres e se caracterizam por serem espécies quimicas que possuem
um unico elétron ndo pareado na Orbita externa do atomo. Exemplos de radicais livres séo as
espécies reativas derivadas do oxigénio (ERO) e as espécies reativas derivadas do nitrogénio
(ERN). E bem conhecido o papel de ERO na lesdo celular onde desencadeiam reacdes
autocataliticas através das quais as moléculas que reagem com eles sdo convertidas em
radicais livres propagando a cadeia de danos (POLIJSAK; MILISAV, 2012)

Os radicais livres surgem normalmente no organismo como subprodutos de reacdes de
geracdo de energia na mitocéndria durante a respiracdo e traz beneficios para algumas
condicdes fisioldgicas como a destruicdo de micrdbios nas células fagocitarias. No entanto
sua presenca sempre € transitéria pois o0 organismo dispde de um eficiente sistema
antioxidante que consegue controlar e restabelecer o equilibrio. Quando esse sistema
antioxidante falha ou a producdo de ERO aumenta, o resultado é o estresse oxidativo
(POLJSAK; MILISAV, 2012).

O estresse oxidativo esta envolvido na etiologia do cancer, doengas neurodegenerativas,
desordens psicoldgicas, aterosclerose, hipertensdo, obesidade e diabetes, condi¢des em que as
espécies reativas atuam ativando vias sinalizadoras ou modificando irreversivelmente
proteinas, lipidios e DNA (RAHAL et al., 2014).

Em relacdo a DM2 ha a hipotese de que o estresse oxidativo esteja relacionado com a
sua etiologia por induzir a resisténcia a insulina (RAINS et al., 2011), bem como esta
envolvido na patogenia de suas principais complicagfes (HSU et al., 2015; EL-BAB et al.,
2013; SCHAFFER et al., 2012).
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2.2. A hiperhomocisteinemia

A homocisteina (Hci) € um aminoacido sulfurado formado pela demetilacdo da S-
adenosil-metionina (SAM) por acdo de metiltransferases durante o metabolismo da metionina,
um aminoécido essencial. A Hci pode ser metabolizada por duas vias: transsulfuracdo e
remetilacdo (CHENG et al 2009).

Na transsulfuracdo a Hci é incorporada a serina para formar cistationina que sera
posteriormente hidrolisada a cisteina e ocorre quando a sintese desta € requerida para a
formacdo do antioxidante glutationa ou quando h& excesso de metionina sendo a cisteina
metabolizada em sulfato e excretada pela urina (FINKELSTEIN et al 1988; CHENG et al
2009).

Na remetilacdo a metionina volta a ser gerada a partir da homocisteina pela acdo da
metionina-sintase numa reacdo que requer um doador de radical metil mais o cofator
cobalamina (vitamina B12). O radical metil provém do metabolismo do folato que apds varias
etapas é convertido em o N° N¥-metilenotetrahidrofolato que é entdo reduzido a N°-
metilenotetrahidrofolato através da metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) em reacéo
irreversivel (Fig. 2) (SCHALINSKE; SMAZAL, 2012).

Mudltiplos fatores sdo determinantes para a concentragdo de homocisteina no organismo
humano, desde fatores nutricionais como a ingestdo de acido félico e vitamina Bi», fatores
ambientais como tabagismo, uso de drogas ilicitas e atividade fisica (EL-KHAIRY et al 1998;
SCHNEEDE et al 2000) e fatores genéticos que envolvam componentes de suas vias
metabolicas (BAINES et al., 2007).

A concentracdo considerada normal de Hci plasmética estd situada entre 5 e 10
umol/L. A hiperhomocisteinemia (HHci) pode ser classificada como moderada (16-30
umol/L), intermediaria (31 - 100 umol/L) e severa (>100 umol/L) (MARON e LOSCALZO,
2009; CHENG et al 2009).

A elevacdo dos niveis plasmaticos, denominada hiperhomocisteinemia, resulta em
aumento da producdo de produtos de oxidacdo, como homocisteina tiolactona e uma mistura
de dissulfetos de homocisteina (STARKEBAUM; HARLAN, 1986; STAMLER et al., 1993),
causa aumento no stress oxidativo (SCHALINSKE; SMAZAL, 2012), evidenciado por
elevacdo em apoptose, niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs) e expressao de
superdéxido dismutase (SOD) (RICHARD et a., 2013) induz a expressao de fatores pro-

inflamatdrios (ZHENG et al., 2003) e aumenta a resisténcia a insulina (L1 et al., 2013), leva a
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disfungdo endotelial (SCHALINSKE; SMAZAL, 2012), induz dano ao DNA celular através
do aumento da peroxidacdo lipidica e hipometilacdo do DNA (LIU et al., 2009).

Foi demonstrado que o aumento de 25 % (cerca de 3 umol/L) provoca um risco 10 %
maior de complicacBes cardiovasculares e 20 % maior para acidente vascular encefalico
(AVE) ap0s ajuste para outros fatores de risco conhecidos (HOMOCYSTEINE LOWERING
TRIALISTS' COLLABORATION, 2005).

Uma significativa associacdo entre hiperhomocisteinemia e complicacdes
macrovasculares foi encontrada em varios estudos e sua relacdo como fator de risco
independente para essas complicagdes tem sido reconhecido (CLARKE et al., 2012; MA et
al., 2014; STANGER et al., 2001).

Vérios estudos tem encontrado relacdo entre hiperhomocisteinemia e retinopatia
diabética (BRAZIONIS et al., 2008; ERRERA te al., 2006; KAYADIBI et al., 2014; NIU et
al., 2011; MALAGUARNERA et al., 2014; SETTIN et al., 2014; XU et al., 2014).

Metionina [
THF SAM

(..)
5,10-CH,-THF m

@D SAH

| By, hidrolase
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Fig.2. Resumo do metabolismo da homocisteina ((1)= via da remetilacéo, (2)= via da transsulfuracio,
Bi,= cobalamina, CHs= radical metil, MS= metionina sintase, MTs= metiltransferases, MTHFR=
metilenotetrahidrofolatoredutase, SAH= S-adenosilhomocisteina, SAM= S-adenosilmetionina, THF=
tetrahidrofolato). FONTE: Adaptado de SCHALINSKE e SMAZAL, 2012.
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2.2.1. O gene da metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR)

O gene MTHFR (HGNC Symbol:7436) esta localizado no brago curto do cromossomo
1 (1p.36.22) no genoma humano. O transcrito primario (cDNA) para 0 MTHFR possui 2,2 kb
nucleotideos distribuidos em 11 introns e 12 éxons e 0 seu principal transcrito variante resulta
em uma proteina de 656 aminoacidos e peso molecular de 150kDa (GOYETTE et al 1998).
Outros transcritos variantes sdo encontrados em proporcdes variadas para diferentes tecidos
devido ao mecanismo de splicing alternativo do gene. Sua regido promotora é desprovida de
TATA-box mas contém ilhas CpG e vaérios sitios de ligacdo para fatores de transcricéo
(GAUGHAN et al 2000).

A enzima 5,10-metilenotetrahidrofolato redutase (EC 1.5.1.20) catalisa a conversdo de
N°,  N%-metilenotetrahidrofolato um derivado do metabolismo do folato a N°-
metilenotetrahidrofolato que serd o doador final de metil para a reacdo de remetilacdo de
homocisteina em metionina, participando assim do metabolismo de transferéncia de
grupamentos metil com implicacdo na sintese e metilacdo do DNA, bem como no
metabolismo da homocisteina (CRIDER et al 2012). A enzima € regulada por inibicao
alosterica quando ha alta concentracdo de SAM que é sintetizado a partir de ATP (adenosina
trifosfato) e metionina. Assim, o excesso de metionina inibe MTHFR por feedback negativo
(SCHALINSKE; SMAZAL, 2012).

2.2.2. O polimorfismo rs1801131

No polimorfismo A1298C (rs1801131) ha a transversdo entre adenina por citosina
(A—>C) na posicao 1298 no éxon 7 do gene que resulta na substituicdo de acido glutdmico por
alanina (Glu429Ala) na cadeia polipeptidica (VAN DER PUT, 1998).

Diferentemente do rs18011133 a associacdo do rs1801131 e niveis mais elevados de
homocisteina no plasma € controversa. Weisberg et al., (2001) observou diminuicdo da
homocisteina plasmatica em homozigotos mutados “CC” mas em menor amplitude do que
observado em genotipo rs18011133/TT. Outros estudos mostraram que heterozigose
rs1801131/AC em combinagdo com heterozigose em rs1801133 mostra associagdo
significativa com aumento de homocisteina e diminuicdo de folato plasméatico (VAN DER
PUT, 1998; FRIEDMAN et al 1999; NAGELE et al 2011).
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Outro indicador indireto para avaliar o impacto do polimorfismo sobre atividade da
MTHFR ¢ a andlise do perfil de metilacdo do DNA global. Nesse caso um estudo feito com
portugueses saudaveis mostrou que o genotipo “CC” estava associado com menor metilagao
de DNA gendmico extraido de leucécitos. Novamente se observou diferenga na amplitude do
efeito entre rs18011133 e rs1801131 que mostrou estar mais fortemente associado (CASTRO
et al.,, 2004). A explicacdo para a diferenca do impacto dos dois polimorfismos na
hiperhomocisteinemia € explicado pela posicdo que ocupam na cadeia polipeptidica da
enzima MTHFR. O rs18011133 localiza-se sobre a regido que codifica para o dominio
catalitico N-terminal, enquanto o rs1801131 esté localizado na regido que codifica o0 dominio
C-terminal regulatério (WEISBERG et al., 2001).

Até o presente momento o rs1801131 foi implicado com leucemia linfoblastica aguda
em chineses (LI et al., 2014); baixo peso de recém-nascidos de mulheres japonesas portadoras
do genotipo homozigoto (YILA et al., 2012) e infertilidade masculina (ELOUALID et al.,
2012). O polimorfismo parece ter efeito protetor em relagdo a incidéncia de fendas orofaciais
(HAN et al., 2011).

Recentemente, Rozycka et al., (2013) discutiu o impacto da homocisteina e rs1801131
sobre a doenca de Parkinson e sugeriu que uma combinacdo dos genoétipos rs1801131/AA,
rs18011133/CT e rs2274976/GG pode implicar em maior incidéncia de deméncia. Outra
conclusdo do estudo € que o rs1801131/AC tem sido observado com mais frequéncia em
varios estagios da doenca, bem como nos quadros de perturbacdes mais pronunciadas de
HHCci.

2.2.3. O polimorfismo rs1801133

O polimorfismo C677T (rs1801133), localizado no éxon 4 consiste na transicdo entre
citosina e timina (C->T) na posicdo 677 do gene MTHFR resultando na substituicdo de
alanina por valina (Ala222Val) na estrutura da enzima. Essa alteracdo se localiza no dominio
catalitico da enzima, o que a torna termolabil causando reducdo de 70 % de sua atividade
catalitica (FROSST, 1995).

Um gendtipo homozigoto para a mutagédo (TT) predispde a uma diminuicdo drastica na
atividade especifica da enzima (reducdo para 30 % da atividade) levando a uma significativa
elevacdo da concentracdo plasmatica da Hci (KANG, 1991; FROSST, 1995). Estudo recente

relatou alta associacdo do gendtipo TT e niveis superiores de Hci independente a
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suplementacdo de folato, mostrando que o rs1801133 parece ser 0 mais importante
determinante genético para a hiperhomocisteinemia (NAGELE et al 2011).

Tem-se apontado uma associacdo importante entre este genotipo e o desenvolvimento
de nefropatia em pacientes diabéticos (ZINTZARAS et al., 2007; CUI et al., 2012, YANG et
al., 2013; NIU e Ql, 2012).

Wang et al.,, (2012) demonstrou que além do genotipo TT ter sido associado
significativamente com neuropatia diabética em chineses [OR 1,7 (IC 95 %: 0,731-4,105)
p=0.021] também foi associado com concentragfes mais altas de homocisteina plasmatica
(p=0,023) reforcando a regra da hiperhomocisteinemia. Outros estudos tém encontrado esta
mesma relagdo (YIGIT et al., 2013)

Estudos tem avaliado a relacdo do rs1801133 e retinopatia diabética (RD). Maeda et al
relataram associacdo significativa entre progressdio de RD e 677T junto ao controle
inadequado dos niveis glicémicos em japoneses com DM2 (MAEDA et al., 2003a; MAEDA
et al., 2003b; MAEDA et al., 2008).

Em individuos turcos, Yigit, Karakus e Inanir (2009) encontraram frequéncia
significativamente maior do gendtipo TT em pacientes com RD que no grupo de pacientes
sem RD (59,1 % e 40,9 % respectivamente, p=0,039). Entretanto 0 mesmo estudo né&o
encontrou 0 mesmo indice de significancia para o genétipo heterozigoto CT. Em outro estudo
realizado com 52 individuos diabéticos também da Turquia, Ukinc, et al, (2009) também n&o
encontrou associacao entre o genotipo heterozigoto do polimorfismo e RD.

Zintzaras et al. (2005) realizaram uma meta-analise de cinco estudos que analisaram a
relagdo entre C677T e RD e que incluiram no total 435 casos (DM2 com RD) e 620 controles
(DM2 sem RD) e os seus resultados indicaram apenas uma associacdo marginal entre os
gendtipos polimérficos e RD. Nesta meta-analise os estudos de maior nimero amostral ndo
encontraram associacao significativa (YOSHIOKA et al 2003; SANTOS et al 2003) em
contraste com o de menor grupo amostral (NEUGEBAUER et al 1997). No total, a
prevaléncia do alelo T foi de 43 % e 37 % para RD e grupo controle, respectivamente. A
distribuicdo dos gendtipos foi de 19 % e 14 % para TT, 33 % e 40 % para CC e 48 % e 46 %
para heterozigotos entre 0s grupos com RD e o controle, respectivamente. Foi apontada ainda
que a diferenca de resultados entre grandes e pequenos estudos constituiu um viés sendo
necessario estudos prospectivos maiores e mais criteriosos (ZINTZARAS et al. 2005).

Como resultado de uma meta-anélise recente, que incluiu oito estudos de associacdo
caso-controle com um total de 1599 pacientes, o genétipo 677TT foi associado com um risco

moderadamente aumentado de retinopatia diabética, no entanto, associacdo foi observada
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mais fortemente nos estudos que analisaram individuos do leste asiatico, por outro lado ndo se

pode excluir a implicagdo do polimorfismo em outras populacées (NIU; Kl, 2012).

2.3. Vitamina D

2.3.1. Metabolismo da vitamina D

A vitamina D € um hormonio esteroide envolvido em importantes processos
fisioldgicos cujas necessidades corporais deste hormonio sdo atendidas em maior parte (80-90
%) por sua sintese cutanea (colecalciferol ou vitamina D3) a partir do precursor 7-
dehidrocolesterol apds estimulacdo da luz solar; e em menor parte (10-20 %) originados da
dieta (ergocalciferol ou vitamina D2) (WAGNER et al., 2008).

A sintese de vitamina D3 (Fig. 3) ocorre na membrana plasmética de células da
epiderme através de uma reacdo de fotolise onde os raios UVB (comprimento de onda: 290-
312 nm) causam um rearranjo das ligacdes duplas do anel fotolitico do precursor 7-
dehidrocolesterol (pré-vitamina D3) convertendo-o em vitamina D3 ainda na sua forma
inativa. Apos a conversao, a vitamina D3 se difunde através do espaco extracelular até chegar
ao plasma onde se liga a uma proteina transportadora, a proteina de ligacdo a vitamina D
(DBP) e entdo é distribuida através da circulacdo sanguinea. O ergosterol originado da dieta
também pode ser metabolizado de modo similar a vitamina D3, gerando o analogo
ergocalciferol ou vitamina D2. Apds etapa inicial, ambos analogos permanecem em sua forma
inativa e passardo por etapas de conversGes enzimaticas até atingirem sua forma
biologicamente ativa. A primeira etapa de ativacdo da vitamina D (agora compreendendo as
duas formas) é a hidroxilacdo do carbono 25 por acdo de uma 25-hidroxilase. Essa reacdo
ocorre predominantemente no figado, no entanto outros tecidos também expressam a enzima.
A 1,25(0OH).D3 é a forma biologicamente ativa da vitamina D e é gerada ap6s conversdo da
25(0OH)2D3 (colecalciferol) pela enzima al-hidroxilase que é mais presente no rim (JONES et
al., 2014).

A 1,25(0OH).D3 tem suas a¢Ges mediadas por um receptor nuclear pertencente a familia
de receptores hormonais nucleares, o receptor de vitamina D (VDR). O VDR humano tem
peso molecular de 50 kDa e 427 residuos de aminoacidos e possui um dominio de ligacdo
para a 1,25(0OH).D3 e um dominio com dois dedos de zinco para ligacdo ao DNA e ativacédo
de transcricdo em trans (BAKER et al 1988).
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Fig. 3. Sintese e metabolismo da vitamina D (7-DHC= 7-dehidrocolesterol, DBP= proteina de ligagdo
a vitamina D, VDR= receptor de vitamina D). FONTE: Adaptado de CHAGAS et al., 2012.

A resposta celular desencadeada pelo VDR depende ndo sé dos niveis circulantes de
1,25-(OH),D3, mas também da abundancia da expressdo do VDR que é regulada por
modificacbes transcricionais e pos-transcricionais. Essa regulacdo permite diferentes e
graduais respostas celulares.

O VDR ¢ o efetor central das a¢bes da vitamina D no organismo com impacto em
varios processos fisioldgicos a exemplo do metabolismo do célcio e fosfato, metabolismo
insulinico, modulacdo de processos proliferativos, de diferenciacdo celular e do sistema
imune, portanto, alteracbes no VDR podem ter potencial de acarretar desequilibrios
fisioldgicos que por sua vez possam contribuir para instalacdo de processos patoldgicos
diversos (ANDRUKHOVA et al., 2014; CHEN et al., 2014).

2.3.2. O gene do receptor de vitamina D (VDR)

O gene VDR (HGNC Symbol:12679) esta localizado no braco longo do cromossomo 12
(129.13.11) do genoma humano. Analise em seu cDNA demonstrou que 0S exons S&o
separados por introns extensivamente grandes o que confere ao gene uma quantidade de 75 kb
de nucleotideos enquanto a principal isoforma do seu RNA mensageiro possui 4,6 kb
(BAKER et al 1988).
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O gene possui 11 exons dos quais 8 deles (exons 2 ao 9) codificam o produto final
enquanto o exon 1, subdividido em 1A, 1B e 1C, tem fungdes regulatérias. O dominio de
ativacdo de transcricédo e ligacdo de DNA é codificado pela regido compreendida pelos exons
2 e 3. Os exons 7, 8 e 9 codificam para o dominio de ligacdo para 1,25-(OH).D3. A regido
promotora localizada no éxon 1A ndo apresenta uma regido TATA-box aparente mas é rica
em guanina e citosina, além de apresentar varios sitios de iniciacdo da transcricdo. A unido
diferencial dos exons ndo codificantes 1B e 1C resulta em trés isoformas de RNAm (splicing
alternativo) cujas funcdes permanecem indefinidas. Além disso hd mdltiplos locais de
iniciacdo da transcri¢do e traducdo. O VDR pode ser regulado tanto a nivel transcricional
quanto a nivel pés-transcricional (MIYAMOTO et al, 1997). A expressao de transcritos
primarios variantes também parece ser tecido-especifica (CROFTS et al, 1998).

A proteina cinase A (PKA) regula positivamente a transcricdo do VDR em fibroblastos
de camundongos resultando em aumento consideravel da atividade bioldgica da 1,25-
(OH)2D3 (KRISHNAN; FELDMAN, 1991a), por outro lado ativacdo da PKC e niveis
aumentados de Ca?* intracelular diminuem a expressio do RNAm e consequentemente da
proteina (KRISHNAN; FELDMAN, 1991b).

Polimorfismos genéticos humanos do VDR tém sido identificados e investigados
quanto a sua relacdo com fenotipos de interesse médico. O primeiro a ser estudado foi o
rs2228570, localizado no primeiro cédon de iniciacdo da traducdo (ATG - ACG) do exon 2,
o qual transfere o inicio da transcricdo para o segundo codon de iniciacdo resultando em um
produto génico de 424 aminodcidos, trés aminoéacidos mais curto que a variante selvagem
(SAIO et al 1991). Nesse polimorfismo, também chamado de Fokl (nome da enzima de
restricdo que o reconhece) curiosamente, a variante menor “F” confere maior atividade para o
receptor, sendo considerada fator protetor na osteoporose (GROSS et al, 1997; ARAI et al,
1997), cancer de pulméo (HEIST et al, 2008), de pele e de mama (RAIMONDI et al, 2009).

Por outro lado a variante maior gerada pelo alelo “f” tem sido associado com risco para
DM1 em asiaticos (WANG et al, 2014) bem como para o risco de desenvolvimento do DM2
(LI et al 2013; AL-DAGHIRI et al, 2014; ABDELTIF et al, 2014) embora outros estudos nao
confirmem essa associacdo (GUO et al 2006; ZHANG et al 2012; BID et al, 2009).

Outros polimorfismos que tem emergido na literatura em busca de asociacfes
fenotipicas importantes sdo: rs731236 (Taql), rs1544410 (Bsml) e rs7975232 (Apal)
(CYGANEK et al, 2006; NOSRATABADI et al., 2010; PUNZI et al., 2012; RASSOL et al,
2014)
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Uma forte co-associagéo foi observada entre Bsml e outras duas sequéncias variantes:
Apal e Taqgl, sendo possivel descrever hapl6tipos para esses polimorfismos dos quais
emergiram dois bastante comuns: BAt e baT. Morrison et al., (1994) encontrou coexisténcia
entre alelo b e o0 alelo T em 97 % dos individuos estudados. Estudo realizado na Holanda
relatou a frequéncia de baT e BAt em 47,7 % e 40,4 %, respectivamente, na populacéo
(UITTERLINDEN et al, 1996).

Foi proposto que a estabilidade do RNAm do VDR seria influenciada pelos alelos
haplotipos variantes de Bsml, Apal e Taql, mas analise no RNAm dos hapldtipos BAt e baT
em células de linhagens hematopoiéticas e de cancer de préstata ndo demonstrou diferenca na
estabilidade entre esses hapl6tipos ou os diferentes genotiposos. No entanto observou-se uma
producdo 30 % menor de RNAm do haplétipos BAt, em comparacdo com baT, indicando uma
variacdo na regulacao transcricional e ndo na estabilidade do RNAm (VERBEEK et al, 1997;
WHITFIELD et al, 2001). Outro estudo que investigou o impacto do Bsml na concentracéo de
RNAmM em anélise feita em mondcitos extraidos de individuos da América do Norte nédo
apresentou diferenca entre os geno6tipos BB, Bb e bb (MOCHARLA et al., 1997).

Também foi observada forte associacdo entre Bsml e repeticdes em tandem de nimero
variavel (VNTR) na calda poli-A da extremidade 3° do gene (INGLES et al., 1997). Este
ultimo polimorfismo tem pelo menos 12 alelos diferentes mas a variagdo de tamanho do alelo
poli-A VNTR segue essencialmente um padrdo bimodal. Este padréo é de tal modo que este
marcador pode ser caracterizado como bi-alélico e que os individuos podem ser classificados
como tendo alelos com curta ou longa poli-A sendo o alelo b mais associado com a sequéncia
longa e o alelo B com a sequéncia curta da calda poli-A (INGLES et al., 1997). Com base
nessas informac@es Uitterlinden et al (2004) concluiram que o haplétipo baT ésta associado a
maior quantidade de adeninas (n = 18-24) enquanto o hapl6tipos BAt € associado a menor
guantidade de adeninas (n=13-17) na poli-A VNTR.

2.3.3. O polimorfismo rs1544410

O rs1544410 situa-se no intron 8 do gene e resulta na mudanga de uma guanina por
adenina (G->A). Por estar localizado em regido ndo-codificante do gene, este polimorfismo
ndo causa alteracdo na sequéncia de aminoacidos da cadeia polipeptidica. Foi descrito
primeiramente por Morrison et al (1992) como uma variagao da presenca do sitio de restricdo
para a enzima Bsml, e que apresentou diferenca significante entre seus gendtipos em

homozigose (BB e bb) e os niveis de osteocalcina circulante, tendo seus valores maiores para
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0 gendtipo BB (p=0,0001). Assim foi sugerido que o alelo B conferia a0 VDR uma maior
atividade como ativador da transcri¢do do gene da osteocalcina (MORRISON et al, 1992).

O Bsml em homozigose (bb) foi associado com o risco diminuido de osteoporose
(MORRISON et al, 1992; UITTERLINDEN et al, 1996; JIA et al 2012). O alelo b tanto em
homozigose quanto em heterozigose tem teve efeito protetor para tuberculose em europeus
caucasianos (CHEN et al, 2013)

O alelo B foi associado com risco para lUpus eritomatoso sistémico em chineses (LUO
et al, 2012) e japoneses (OZAKI et al, 2000). No entanto ndo foi encontrada associacéo entre
qualquer alelo do rs1544410 em brasileiros (MONTICIELO et al, 2012), poloneses
(KALETA et al, 2013; MOSTOWSKA et al, 2013) e tailandeses o que demonstra grande
variabilidade na predominancia alélica entre diferentes etnias (SAKULPIPATSIN et al,
2006).

Foi encontrada associacdo significativa entre o alelo b (p= 0,028) com risco para
obesidade em estudo caso-controle feito na Arabia Saudita. O mesmo estudo associou bAT
como haplotipo de risco para uma maior producdo de citocinas pro-inflamatérias (AL-
DAGHRI et al 2014b).

Tem sido estabelecido o papel do alelo b como alelo de risco em caucasianos para o
desenvolvimento de carcinoma hepatocelular (FALLETI et al, 2010), cancer de mama
(BRETHERTON-WATT et al, 2001; FUHRMAN et al, 2013), cancer de pele (LI et al, 2010),
cancer de prostata (RAIMONDI et al, 2009) e cancer renal (ARJUMAND et al., 2012).

Os niveis séricos de proteina C reativa (PCR), um modulador inflamatorio, se
mostraram mais elevados em pacientes oncol6gicos acometidos por caquexia que possuiam ao
menos um alelo b (p=0,011) ou um alelo T da Taql (p= 0,001) conferindo aos portadores
destes alelos um pior prognoéstico da doenca (PUNZI et al, 2012). Também foi encontrada
associacdo entre nivel elevado de PCR e o alelo b para risco cardiovascular em pacientes com
doenca renal avancada (PACINI et al, 2008 apud PUNZI et al, 2012).

O genotipo bb foi associado ao risco de DM1 na populagdo global (ZHANG et al,
2012; QIN et al, 2014; WANG et al, 2014), mas quando os dados sdo estratificados por etnias,
variagfes sdo observadas, a exemplo da associacdo entre o alelo B e o genétipo BB em
africanos (QIN et al, 2014).

No caso da DM2 nenhum dos gendtipos mostraram diferencga significante em indianos
(BID et al 2009), chineses (LI et al 2013) e marroquinos (ABDELTIF et al, 2014) embora
tenha sido observado que o gendtipo bb confere maior resisténcia a insulina em caucasianos
(OH; BARRETT-CONNOR, 2002). Al-Daghri et al (2014a) encontrou associacao
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significativa entre o gendtipo Bb e o alelo b com niveis baixos de HDL além de associa-los ao
aumento do risco para DM2 e obesidade em arabes.

Foi encontrada leve associacdo entre o alelo b e ocorréncia de RD em populagédo da
Croécia com DM1 (p=0,05) apods correcdo pelo tempo de duracdo da doenca (BUCAN et al.,
2009). Estudo caso-controle feito com individuos poloneses com DM2 investigou a
associagéo entre os polimorfismos Fokl, Taqgl, Apal e Bsml com a presenca de RD. O estudo
reportou alta prevaléncia do genotipo bb (> 40 %) e do alelo b (> 85 %) em toda a populacéo
estudada, mas ndo houve associacdo entre Bsml e RD (p=0,79) nem entre os outros
polimorfismos estudados (CYGANEK et al, 2006). Associacdo entre 0 Bsml e RD também
foi testado em estudo feito com italianos, mas néo foi encontrada diferenga significativa entre
afetados e grupo controle (CAPOLUONGO et al., 2006).

2.4. Justificativa

A atividade defeituosa dos genes VDR e MTHFR pode atenuar mecanismos
implicados na patogenia da RD, por estarem inseridos em vias metabdlicas que influenciam o
equilibrio oxidativo, no entanto, o impacto dos polimorfismos rs1801131 e rs1801133 da
MTHFR permanece inconclusivo, pois foram descritos resultados controversos em diferentes
populacdes (ERRERA te al., 2006; NIU et al., 2011; SETTIN et al., 2014), enquanto que para
avaliacdo do papel do polimorfismo rs1544410 do VDR ha poucos estudos realizados e

nenhum deles na populacgéo brasileira.
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3. OBJETIVOS

3.2. Objetivo geral

Analisar a associacdo entre pardmetros clinicos e polimorfismos dos genes VDR e
MTHFR na ocorréncia de retinopatia diabética em DM2 utilizando abordagem de caso-

controle.

3.3. Objetivos especificos

e Comparar diabéticos com RD e sem RD quanto a pardmetros antropométricos,
bioquimicos, inflamatorios e relacionados ao estresse oxidativo,

e Comparar as frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos rs1544410,
rs1801131 e rs1801133.

e Analisar o efeito dos gendtipos do(s) polimorfismo(s) que apresente(em) associacao
significativa com RD nos parametros biogquimicos, inflamatorios e relacionados ao

estresse oxidativo,
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4. MATERIAIS E METODOS

Desenho do estudo

Tratou-se de estudo epidemiologico do tipo transversal que se caracteriza pela
observacgdo direta de determinado fator e efeito em individuos em uma Unica oportunidade
(KLEIN; BLOCH, 2009).

A amostra foi constituida de 109 pacientes portadores de DM2 atendidos nos servicos
de Endocrinologia e Oftalmologia da Hospital Universitario Lauro Wanderley da
Universidade Federal da Paraiba (HULW/UFPB) entre agosto de 2013 e dezembro de 2014.

Os critérios para inclusdo dos participantes foram:

e Terentre5e 10 anos de DM2
e Ter a partir de 40 anos de idade.

Para garantir que o tamanho da amostra foi representativo para a populagéo estudada o
calculo amostral levou em consideragdo a populacdo de Jodo Pessoa estimada em 783 mil
habitantes, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatitistica 2013, cerca de um terco
possui idade superior a 40 anos resultando em universo de 313.200. Considerando-se uma
prevaléncia estimada de 8% dos diabéticos, é de esperar que a cidade tem algo em torno de
25.056 diabéticos com idade superior a 40 anos. Assumindo uma proporcdo de 20% dos
diabéticos que tém retinopatia (10.022 individuos) e nivel de confianca de 95%, com mais de

8% de erro, o calculo da amostra resultou em 97 individuos.

Aspectos éticos

O estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica para Pesquisas em Humanos do Hospital
Universitario Lauro Wanderley (protocolo: 796.459/14, ANEXO A) e os procedimentos
seguidos estavam de acordo com os padrfes éticos da instituicdo, da Resolucdo n°® 466/12
CNS/MS e da Declaracdo Internacional de Helsinque. Todos os participantes foram
esclarecidos quanto aos objetivos do estudo e forneceram consentimento informado por
escrito (ANEXO B). Todos as amostras foram codificadas a fim de resguardar o direito a

privacidade dos participantes.

Caracterizacdo clinica
Todos os participantes da pesquisa sdo portadores de DM2 usuarios do Sistema Unico
de Saude (SUS) encaminhados via regulagdo interinstitucional para triagem ou
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acompanhamento de RD no Centro de Oftalmologia do HULW (CEROF). Os pacientes
abordados no servigo de Endocrinologia do mesmo hospital tiveram consulta oftalmoldgica
pré-agendada pelo pesquisador em concordancia com a coordenacdo do CEROF.

O diagnéstico de RD foi baseado através da analise de fundo de olho por oftalmoscopia
apos dilatacdo da pupila com tropicamida 0,5% em 109 pacientes. Individuos com DM2 que
apresentaram qualquer grau de retinopatia constituiram o grupo RD (n=40), enquanto 0
segundo grupo foi constituido de individuos com DM2 sem RD (n=69).

Informacdes clinicas e antropométricas como sexo, idade, tempo de DM2, IMC (indice
de massa corporal) e pressdo arterial foram obtidas no momento da avaliacdo clinica no
servico de Endocrinologia.

Para 62 pacientes foi agendada nova data para realizacdo de coleta de sangue em jejum
de 12 horas. Amostra de urina de 24 horas coletada em frasco apropriado também foi

solicitada. Analise genética foi feita em todos os 109 pacientes do estudo.

Determinacdes bioquimicas

O sangue foi coletado por meio de puncdo venosa em 3 tubos estéries diferentes: tubo 1
(com anticoagulante EDTA K3) para de 4 ml de amostra, tubo 2 (com anticoagulante fluoreto
de sodio) para 4 ml de amostra e tubo 3 (com ativador de codgulo) para 6 ml de amostra.
Todas as analises bioquimicas foram processadas no Laboratério de Estudos do Treinamento
Fisico Aplicado ao Desempenho e Saude (LETFADS) do Departamento de Educacao Fisica
da UFPB. Todas as amostras dos tubos 2 e 3 foram imediatamente centrifugadas para
obtencdo de plasma e soro respectivamente e submetidas a analise em periodo inferior a 2
horas ap6s a coleta. Aliquotas de soro e plasma foram ainda armazenadas sob -80°C para
analises posteriores.

Uma quantidade de 10 pl do sangue total obtido com o tubo 1 foi usada para determinagéo
da HbAlc. Para tanto foi utilizada a técnica de imunoturbidimetria em analisador
automatizado (LabMax 240, Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil) em periodo inferior a 2 horas
apos a coleta, utilizando kit padronizado e seguindo as orientacBes recomendadas pelo
fabricante (Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil).

Uma aliquota do plasma obtida do tubo 2 (250 ul) foi usada para determinagado de glicose
plasmatica (metodo glicose oxidase) em analisador automatizado utilizando kit comercial
(Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil).

Na aliquota de soro obtida do tubo 3 (250 ul) foram feitas dosagens de creatinina sérica

(método picrato alcalino), proteina C reativa (PCR) (método imunoturbidimetria) HDL
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(método ultracentrifugagdo-detergente seletivo) colesterol total e triglicerideos (método
enzimatico-Trinder) em analisador automatizado utilizando kit comercial de acordo com as
orientagdes recomendadas pelo fabricante (Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil).

Concentracdo de colesterol LDL foi determinada pela formula de Friedewald onde:
[LDL]=[colesterol total]-[HDL]-[trigliceridios/5].

Para dosagem de malondialdeido (MDA), foi utilizado o método baseado na reacdo do
acido tiobarbitdrico com os produtos de decomposicao dos hidroperoxidos (OHKAWA et al.,
1979). Para isto, 250 pl de plasma foi adicionado a KCI e incubado em banho-maria a 37°C
por 60 minutos. Em seguida, a mistura foi precipitada com &cido perclérico a 35 % e
centrifugado a 14000 rpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi transferido para novos
eppendorfs, adicionado 400 pl de acido tiobarbitarico a 0,6 % e incubado a 95 — 100° C por
30minutos. Apos o resfriamento, o material foi lido em espectrofotdmetro a um comprimento
de onda de 532 nm.

A capacidade antioxidante total (CAT) do soro sanguineo foi avaliada através da reducgéo
do radical 2,2 difenil-1- picril-hidrazila medido por método colorimétrico em
espectrofotbmetro. Para sua determinacdo utilizou-se 50 ul de soro (BRAND-WILLIAMS et
al., 1995).

A urina foi usada para deteccdo de albumina urindria (método turbidimétrico) em
analisador automatizado utilizando kit comercial de acordo com as orienta¢fes recomendadas
pelo fabricante (Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil). Foi recomendada coleta da urina em
recipiente estéril no periodo de 24 horas a contar da segunda urina da manha. Valor da
excrecdo de albumina em 24h foi determinada pela sua concentragdo em mg/dl, multiplicado
pelo volume urinario de 24 horas em litros. Microalbumindria é definida como concentracéo

de albumina urinaria > 30 mg/L/24h.

Coleta e isolamento do DNA gendmico

Células do epitélio bucal foram obtidas através de bochecho com solugdo de sacarose
3% e conservadas com solucédo 66% alcoolica contendo 17 mM Tris-HCI pH 8, 5 mM NaCl e
7mM EDTA. O material foi coletado em tubos de 15 ml do tipo falcon estéreis e livres de
DNAses e RNAases e em seguida levadas ao Laboratério de Bioquimica e Biologia
Molecular Aplicada do Departamento de Biologia Molecular da UFPB.

Apos centrifugacdo e descarte do sobrenadante, o precipitado celular foi lavado em
solugédo aquosa, contendo 17 mM Tris-HCI pH 8, 50 mM NaCl e 7 mM EDTA para em

seqguida ser feita nova centrifugacdo. Novamente o sobrenadante foi descartado e o
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precipitado foi entdo ressuspendido em solugéo de lise contendo 10 mM Tris-HCI pH 8, 0,5%
dodecil sulfato de sédio (SDS), 5 mM EDTA, 0,2 ug de proteinase K (Invitrogen, Carlsbad,
CA, EUA) e incubado a 55°C em banho-maria. Apos 12 horas de incubacdo foi adicionado
500 pl de uma solucdo aquosa de 1 mM EDTA e 7,5 M acetato de amonio. A mistura foi
centrifugada por 10 min a 12.000 g a 4°C e 900 pl do sobrenadante foi transferido para novo
tubo onde foi realizada precipitagdo do DNA com 540 pl de isopropanol. A seguir o
precipitado de DNA foi lavado com 70% etanol, centrifugado (12.000 g por 5min), seco e
ressuspendido em tampdo Tris-EDTA (AIDAR; LINE, 2007).

Anélise do polimorfismo rs1801131

Foram utilizados os iniciadores: 5’-CTTCTACCTGAAGAGCAAGTC-3’ (sense) e
5’-CATGTCCACAGCATGGAG-3’ (antisense) (HANSON et al., 2001) e a amplificacdo
ocorreu nas seguintes condi¢6es: desnaturacao inicial a 94°C durante 5 minutos, 30 ciclos de
desnaturacdo (1 minuto a 94°C), anelamento (2 minutos a 55°C) e extensdo (2 minutos a
72°C) com uma etapa extra de extensao final de 10 minutos. O produto de 256 pb foi digerido
com Mboll. O tratamento com essa enzima gera 4 fragmentos para o alelo polimoérfico C (204
pb, 30 pb, 28 pb e 22 pb) ou 3 fragmentos para o alelo ancestral A (176 pb, 30 pb e 22 pb). Os
genotipos foram analisados através de eletroforese em gel de poliacrilamida 12% e coloragdo
com nitrato de prata 0,5% (Fig 4.A).

Analise do polimorfismo rs1801133

Foram utilizados os iniciadores: 5’-TGAAGGAGAA GGTGTCTGCGGGA-3’ (sense)
e 5’-AGGACGGTGCGGTGAGAGTG-3’ (antisense) (FROSST et al., 1995). A amplificagédo
ocorreu nas seguintes condi¢des: desnaturacdo inicial a 94°C durante 10 minutos, 35 ciclos de
desnaturacdo (30 segundos a 94°C), anelamento (30 segundos a 61°C) e extensdo (30
segundos a 72°C) com uma etapa extra de extensao final de 10 minutos. O produto de 198 pb
foi digerido com Hinfl que reconhece e cliva o alelo polimérfico T gerando dois fragmentos
(175 pb e outro de 23 pb) enquanto o alelo ancestral C permanece com 198 pb. Os genotipos
foram analisados através de eletroforese em gel de poliacrilamida 12% e coloracdo com
nitrato de prata 0,5% (Fig 4.B).

Analise do polimorfismo rs1544410
Os genotipos foram determinados por PCR-RFLP. Foram utilizados os iniciadores: 5°-
CAACCAAGACTACAAGTACCGCGTCAGTGA-3* (sense) e 5’-AACCAGCGGGAA
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GTCAAGGG-3’ (antisense) (PANI et al.,, 2000) e a amplificagdo ocorreu nas seguintes
condigdes: desnaturacdo inicial a 94°C durante 10 minutos, 30 ciclos de desnaturacdo (1
minuto a 94°C), anelamento (1 minuto a 58°C) e extensdo (3 minutos a 72°C) com uma etapa
extra de extensdo final de 10 minutos. O produto de 825 pb foi digerido com Bsml que
reconhece e cliva o alelo polimoérfico b gerando dois fragmentos (650 pb e outro de 175 pb)
enquanto o alelo ancestral B permanece com 825 pb. Os gendtipos foram analisados através

de eletroforese em gel de poliacrilamida 10% e coloracdo com nitrato de prata 0,5% (Fig 4.C).

A B C
rs1801131 rs1801133 rs1544410

825pb
650pb
204pb 198pb
176pb 175pb
175pb
30/28 pb
22pb 23pb
CC AAAAAC CTCCCCTT Bb BB bb

Fig. 4. Gel de poliacrilamida corado com nitrato de prata 0,5% mostrando amostras genotipadas para
rs1544410 (A), rs1801131 (B) e rs1801133 (C)

Anélise estatistica

Os dados quantitativos foram expressos por média e desvio-padrao, enquanto os dados
qualitativos foram expressos por numeros absolutos ou valores percentuais. Comparacoes
entre grupos foram feitas com o teste T independente ou com 0 seu correspondente néo-
paramétrico Mann-Whitney. As distribuicGes de alelos e gendtipos entre os grupos foram
comparadas usando o teste exato de Fisher. Adotou-se um valor de p <0,05 como
estatisticamente significativo. Os dados foram analisados por meio do software Graph Pad
Instat 3.0 (San Diego, CA, EUA).
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5. RESULTADOS

As caracteristicas antropométricas, epidemiologicas e metabdlicas dos grupos de
individuos afetados com RD e controles estdo retratadas na Tabela 1. Ndo houve diferenca
significativa entre grupo controle e afetado nas varidveis antropométricas, epidemioldgicas e
metabdlicas exceto para Microalbumindria de 24h (p=0.004) e creatinina sérica (p=0.03)
ambos significativamente maior no grupo RD.

A distribuicdo genotipica e frequéncia alélica estdo identificadas na Tabela 2. Nao
houve diferenca estatistica na frequéncia alélica e genotipica para o rs1801131 entre 0s grupos
com RD e sem RD. A frequéncia do alelo rs1801133/T foi de 37,5 % nos individuos com RD
e 26,8 % nos individuos sem RD; o genotipo rs1801133/TT foi mais frequente nos individuos
com RD (17,5 %) em relacéo aos sem RD (5,8 %), ambos os resultados para o rs1801133 nao
apresentaram significancia estatistica (p=0,127 e p=0,094 respectivamente). O alelo b do
rs1544410 [OR 1,8 (1,02-3,18), p = 0,047] e o modelo dominante Bb + bb [OR 0,3 (0,09-
0,93), p = 0,049] mas ndo o gendtipo bb [OR 0,6 (0,26-1,38), p = 0,29] foram associados com
aumento de risco para RD.

A presenca de associagdo significativa entre o rs1544410 e RD motivou a anélise da
influéncia dos seus gendtipos frente aos demais parametros e marcadores avaliados neste
estudo na qual foram apresentados resultados similares (Tabela 3), no entanto, pode-se
perceber uma tendéncia a maiores valores de proteina C reativa (PCR) para o genétipo bb em

relacdo ao grupo de portadores dos genotipos BB ou Bb (p=0,09) sem significancia estatistica.
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Tabela 1. Caracterizacdo antropométrica, clinica, bioquimica e metabolica da populacao

estudada

Com RD (40) Sem RD (69) p
Sexo (M%) 48,78% 28,57% 0,053
Idade (em anos) 56,87 + 8,95 58,5+9,12 0,365
Duragdo DM2 (em anos) 1,7+222 6,52 +2,19 0,062
Hipertensos (%) 68,3% 68,6% 0,97
Dislipidémicos (%) 76,92% 62,85% 0,29
IMC (peso/altura?) 27,56 + 4,08 29,02 + 4,85 0,108
Circ. abdominal 104,75+ 12,6 (12) 101,96 + 12 (53) 0,474
HbAlc (%)* 8,25+1,8 8,34+15 0,709
Glicemia de jejum (mg/dL)* 151,8 + 65,9 163,8 + 56,25 0,549
Colesterol total (mg/dL* 204,4 + 62 208,2 £+ 52,5 0,839
HDL(mg/dL)* 435+8,2 42,5+ 10 0,758
LDL(mg/dL)* 127,6 £ 54,6 131,5+45,7 0,799
Triglicerideos(mg/dL)* 166,6 + 67,7 215,7 £ 124 0,229
Creatinina sérica(mg/dL)* 1,07 +0,34 0,81+£0,24 0,035
Microalbumindria (mg/L/24h)* 201,1 + 265,2 46,51 + 100,61 0,004
CAT (%)* 12,43+49 11,8+54 0,593
MDA (uM/L)* 2,718+1,1 3,44 +1,26 0,125
PCR (mg/dL)* 3,41+£26 241+25 0,256

p <0,05 = diferenca significativa apds aplicacdo do teste T independente
*dados de amostra de 62 individuos (grupo teste: 10, grupo controle: 52)



Tabela 2. Distribuicdo genotipica e alélica dos polimorfismos estudados entre os diabéticos
tipo 2 com RD e sem RD.

Grupos gendtipicos ComRD Sem RD p OR (IC 95%)
MTHFR (rs1801131)
AA 68,4% (26) 63,9% (39)
AC 31,6% (12) 29,5% (18)
cC - 6,6% (4)
AA+AC 100% (38) 93,4% (57) - -
AC+CC 31,6% (12) 36,1% (22) 0,670¢ 0.8 (0.34-1.93)
AA+CC 68,4% (26) 70,5% (43) 0,826" 0.9 (0.37-2.18)
Frequéncia do alelo C 15,8% 21,3% 0,360 1.4 (0.67-3.06)
MTHFR (rs1801133)
cC 42,5% (17) 52,2% (36)
CT 40% (16) 42% (29)
TT 17,5% (7) 5,8% (4)
CC+CT 82,5% (33) 94,2% (65) 0,094¢ 0.3 (0.08-1.06)
CT+TT 57,5% (23) 47,8% (33) 0,434¢ 1.4 (0.63-3.03)
CC+TT 60% (24) 58% (40) 1,000° 1.8 (0.49-2.40
Frequénciado alelo T 37,5% 26,8% 0,127 0.6 (0.33-1.10)
VDR (rs1544410)
BB 10% (4) 27,5% (19)
Bb 50% (20) 43,5% (30)
bb 40% (16) 29% (20)
BB+Bb 60% (24) 71% (49) 0,292¢ 0.6 (0.26-1.38)
Bb+bb 90% (36) 72,4% (50) 0,0496° 3.4 (1.07-10.9)
BB+bb 50% (20) 71% (49) 0,553¢ 0.8 (0.35-1.68)
Frequéncia do alelo b 65% 50,7% 0,0478 0.5 (0.31-0.98)

p <0,05 = diferenga significante apos aplicacdo do teste exato de Fisher
aph como referéncia, PBB como referéncia, °Bb como referéncia
9TT como referéncia, *CC como referéncia, ‘ICT como referéncia
9AA como referéncia, "AC como referéncia



Tabela 3. Variaveis bioquimicas entre os genétipos do rs1544410 (Bsml)

Com RD (10) RD + sem RD (62)

BB+Bb (6) bb (4) p BB (15) Bb (27) bb (20) BB+Bb (42) P
BB+Bb/bb  BB/bb
HbAlc (%) | 7,6=084  92+269 0,762 | 86184 815+ 14 84817 83+15 0,704 0,834
Glicemia de jejum (mg/dL) | 1353+348 1765+983 0,761 | 157,46+502  161+603 1646624 1507 56,3 0,764 0,720
Colesterol total (mg/dL) | 2225+68,7 177,25+45 0352 | 1953+30,7  218+537  202,7+654  209,9 % 47,7 0625 0,687
HDL(mg/dL) | 43393  4375+74 0914 | 41,3+94 426+103  43,5+93 422+98 0,608 0,492
LDL(mg/dL) | 1464+553  993+455 0,196 | 1107+297  1423+458 1214+1355 13552 42,6 0277 0921
Triglicerideos(mg/dL) | 163,6+857  171+395 0457 | 257,6+1488 1868+109,6 2054+9546 2121+1279 0837 0215
Creatinina sérica(mg/dL) | 1,21+0,37  087+0,17 0139 | 0.88+023 087029  079+027  0.87+0.27 0294 0,369
Micmaz%mgﬁ 22042+270,9 2147+338 0977 | 3254+362 101,52+199,7 6057 +13512 76,75+163,6 0,710 0,456
CAT(%)| 106+181  97+152 0571 | 12,42+6,7 11,32 £5 104408  11,7+554 0637 0,747
MDA (uM/L) |  2,83+1 27+138 0,761 | 36113 343+131  305+1,16 35+13 0222 0,207
PCR(mg/dL) | 371+19  2,96+375 0352 | 192+114  220+192  343+337 2,32+18 0095 0,132

Ve
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6. DISCUSSAO

Duracéo da diabetes € um importante fator de risco para RD (REMA et al., 2005;
PARK et al., 2012). A ocorréncia € relativamente rara nos 4 primeiros anos apos 0
inicio da diabetes e tende a aumentar com o passar do tempo e sofrer maior influéncia
do percentual de HbA1C (TAPP et al., 2003). Embora o tempo de duragéo da DM2 e 0
mau controle glicémico evidenciado por alta glicemia e percentual de HbAL1C sejam
fatores de risco estabelecidos para RD, neste estudo ndo foram encontradas diferencas
significativas entre os grupos, e o resultado pode ser explicado pela média de tempo de
diagndstico préxima de 7 anos para ambos 0s grupos.

A associacdo entre albumindria e RD ja descrita na literatura (MANAVIAT et al.,
2004; AJOY-MOHAN et al.,, 2011; KIM et al.,, 2011; CHEN et al., 2012) foi
confirmada neste trabalho (p=0,004). Da mesma forma encontramos diferenca
estatistica significativa para a creatinina entre os grupos (p=0,035) confirmando a
correlacdo entre as duas complicacdes ND e RD (HE et al., 2013).

A inflamac&o esta no contexto da patofisiologia da RD e valores aumentados de
proteina-C-reativa (PCR) estdo relacionados a quadros severos desta complicacdo
(TARR et al, 2013). Provavelmente devido ao pequeno ndmero amostral, nédo
identificamos diferenca estatistica significativa entre 0s grupos experimentais embora a
média de PCR tenha sido maior no grupo portador de RD (Tabela 3).

A capacidade antioxidante total e a concentragdo de MDA foram semelhantes
entre os grupos com RD e sem RD (Tabela 3).

Estudos apontam uma associacdo importante entre o genétipo rs1801133/T e o
desenvolvimento de nefropatia em pacientes diabéticos (ZINTZARAS et al., 2007; CUI
et al., 2012) e embora a relacdo tenha se mostrado controversa, uma metanalise que
levou em consideracdo 10 diferentes estudos de caso controle, mostrou associacdo do
do alelo T com nefropatia diabética com significancia estatistica em ambos 0s modelos
homozigoto e heterozigoto (YANG et al.,, 2013). O rs1801131 também tem sido
relacionado com desenvolvimento de ND ou quadros de macroalbuminuria, seja de
forma isolada ou em associacdo a outros alelos de interesse, incluindo rs1801133
(RAHIMI et al., 2010, JAFARI et al., 2011; EL-BAZ et al., 2012).
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Neste estudo os alelos ou gendtipos dos polimorfismos rs1801131 e rs1801133
ndo mostraram estar associados com RD (Tabela 2), no entanto, é necessario levar em
consideracdo que o percentual de homozigotos rs1801133/TT no grupo com RD foi o
triplo do encontrado no grupo sem RD. Uma metanalise destaca as diferencas de
resultados entre estudos asiaticos e europeus no que diz respeito a associacdo de
rs1801133 e RD e ressalta a necessidade de estudos mais rigorosos (ZINTZARAS et al.,
2005). Estudos prévios indicam que o rs1801133 est& associado ao controle inadequado
dos niveis glicémicos e pode ter também ligacdo com a progressdo da RD em populagédo
japonesa (MAEDA et al., 2003; MAEDA et al., 2008) e turquesa (YIGIT et al., 2013),
mas a associa¢do ndo foi confirmada em individuos brasileiros de origem europeia
(SANTOS et al., 2003).

Baixas concentracfes de 25(OH)D estdo associadas com um risco maior de
T2DM e eventos macrovasculares e microvasculares no DM2 (FOROUHI et al., 2012;
MEZZA et al., 2012; HE et al., 2014, HERRMANN et al, 2014), sugerindo que
processos metabdlicos afetados por esta vitamina devem estar relacionados a ambas as
condicdes. Polimorfismos no gene VDR tem sido estudados como fator de risco de
diabetes mas os resultados séo controversos e diferentes entre DM1 e DM2. Motohashi
et al (2003) encontraram alta frequéncia do alelo rs1544410B em italianos com inicio
agudo de DM1. Em teste de desequilibrio de transmissdo (TDT) realizado em familias
com DM1 do sul da india, foi detectado excesso de transmissdo do alelo b
(MCDERMOTT et al, 1997). Uma recente meta-analise ndo encontrou evidencia que o
alelo b modifica o risco de DM2 (LI et al., 2013).

Com relagdo as complicagBes crbnicas na DM2, ha dados indicando que
haplotipos especificos do VDR (MARTIN et al., 2010) e o polimorfismo rs731236/T
(Tagl) (NOSRATABADI et al., 2010) influenciam no risco de nefropatia diabética. O
polimorfismo rs2228570/f (Fokl) modula a relacdo entre os niveis de 1,25(OH)D e
estagios da doenca renal cronica (YOKOYAMA et al., 2012). Relacdo entre o gendtipo
rs2228570/ff foi encontrada em populacdo francesa com RD e com o inicio da
complicacdo (TAVERNA et al., 2002, 2005).

Neste trabalho nds encontramos uma leve associacdo entre o alelo b do
rs1544410 e RD (Tabela 2). Em um estudo de coorte na Italia Central os polimorfismos
rs731236 e rs1544410 ndo apresentaram associacdo significativa com a presenca de
complicacdes no diabetes (CAPOLUONGO et al., 2006) e resultados similares foram

obtidos em poloneses com T2DM em relagao aos polimorfismos rs2228570, rs7975232,
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rs731236 e rs1544410 e RD (CYGANEK et al., 2006). Cabe ressaltar que no estudo
Italiano o tempo de diagnostico dos individuos foi de 17.9+ 11,4 e no polonés, variou de
forma significativa entre os grupos teste (14,6+6,2) e controle (9,7 7,2).

Quando a analise dos valores de PCR foi realizada estratificada por genotipos de
rs1544410 (Tabela 3), uma tendéncia para valores maiores de PCR em portadores do
alelo b foi identificada, sem significancia estatistica. Resultado semelhante foi
encontrado em pacientes portadores de cancer com quadro de caquexia nos quais o alelo
b apareceu associado a niveis elevados de PCR (PUNZI et al., 2012). O nosso resultado
sugere que portadores do alelo b ttm um quadro inflamatério favorecido, o que
aumentaria o risco de RD, mas essa relagdo precisa ser confirmada em maior nimero de
pacientes e ampliando o nimero de marcadores inflamatorios.

Embora a relacdo entre microalbuminiria e RD tenha sido confirmada neste
trabalho, nds ndo encontramos diferencas entre os diferentes gendétipos de rs1544410
(Tabela 3) diferentemente de Zhang et al (2014) que concluiu que o alelo B esta
correlacionado com maior albuminuria em populacdo chinesa de etnia Han com DM2 e
é provavelmente um fator de risco para o inicio precoce de nefropatia diabética.

Cabe destacar que critérios de inclusdo que restringiram o tempo de diabetes da
populacdo pode ter influenciado na identificacdo de uma associacdo genética ndo
encontrada em outros estudos. Levando em considera¢do que o fator tempo afeta de
forma extremamente significativa a ocorréncia das complicagdes microvasculares de
diabetes, comparar populacdes com diferencas significantes deste aspecto pode ser
prejudicial na andlise dos resultados, pois permite que cada vez mais diferentes
mecanismos simultaneos estejam presentes. Este € o primeiro estudo a relacionar
polimorfismo do VDR com RD em pacientes com DM2 controlando rigorosamente o
tempo de diagnostico da doenca numa fase inicial do aparecimento das complicacdes
cronicas. O resultado sugere que o rs1544410 estd relacionado ao risco de
desenvolvimento de RD em pacientes portadores de diabetes entre 5 e 10 anos. Este

dado precisa ser confirmado em amostras maiores.
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Abstract

Diabetic retinopathy (DR), a chronic complication of diabetes, is a leading cause of blindness in
the world. Some genes, such as the vitamin D receptor gene (VDR), have been regarded as good
candidates for Type 2 Diabetes Melittus and microvascular complications. This study was
conducted to assess the association between VDR polymorphism (rs1544410) and genetic
susceptibility to DR in T2DM patients diagnosed between 5 and 10 years. We collected buccal
cells from mouthwash samples from 109 individuals (40 TD2M DR patients and 69 T2DM
without DR), and their DNA was isolated. Polymorphisms of the VDR were analyzed by DNA
amplification with polymerase chain reaction and endonuclease digestion with Bsml.
Albuminuria levels were higher in DR patients than in control TD2M individuals. The
frequency of rs1544410 b allele was significantly increased in RD compared to TD2M (65% vs.
50%, respectively) and was associated with increased risk of DR [OR 1.8 (1.02-3.18), p =
0.047], in the dominant model Bb/bb x BB [OR 0.3 (0.09-0.93), p = 0.049]. A trend of higher
CRP levels was identified in the bb genotype. In conclusion, the present study provide evidence

for the association of rs1544410 b allele and RD in patients diagnosed between 5 and 10 years.
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1. Introduction

The prevalence of diabetes in the global population is 9% representing 382
million cases and Type 2 diabetes mellitus (T2DM) represents at least 90%. Diabetes is
placed fourth in the ranking of deaths from NCDs (hon-communicable diseases) and is a
major public health problem (World Health Organization, 2014).

Diabetic retinopathy (DR) is a microvascular complication of diabetes and is
present in more than one third of diabetics aged 20-79 years. The prevalence increases
with the duration of diabetes, being rarely found in the first five years, but may be
observed in up to 76% of patients after 20 years of the diagnosis of diabetes mellitus
(DM) (Yau et al., 2012).

Although the pathogenesis of DR is not known in detail, has been recognized as
an inflammatory disease of low grade and which are possibly involved endothelial
vascular injury mechanisms (Van Hecke et al., 2005; Ben-Mahmud et al., 2006).
Clinical and metabolic factors are associated with the development and progression of
DR (He et al., 2013; Kawasaki et al., 2011; Stratton et al., 2001). Studies indicate
significant differences in the DR frequency between different ethnic groups (Emanuele
et al., 2005) as well as its largest aggregation among non-twins brothers independently
of clinical and environmental risk factors provide evidence of the existence of genetic
component in susceptibility (Hietala et al., 2008; Rema et al., 2002).

A variety of candidate genes have been investigated for their involvement in the
etiology or modulation of DR, including genes encoding proteins involved in oxidative
(El-Bab et al., 2013; Hovnik et al., 2009) or proliferative processes (Han et al., 2014),
polyol pathway (Abhary et al., 2010 ) and advanced glycation end products receptors
(Yang et al., 2013).

The most active form of vitamin D, 1,25(OH)D3 presents anti-proliferative and
anti-oxidant effects which are mediated by binding to the vitamin D receptor (VDR)
(Andrukhova et al., 2014; Chen et al., 2014). The VDR belongs to a receptor belonging
to a superfamily of transcriptional activators located in the nuclear membrane and
expressed in various human tissues (Berger et al., 1988) including ganglion cells, the
retinal pigment epithelium and endothelium (Johnson et al., 1995). An association
between vitamin D deficiency and the presence of DR has been demonstrated both in
T2DM as for DR in different populations (Bajaj et al., 2014; Jee et al., 2014; Kaur et al.,
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2011). This fact justifies the analysis of genetic markers in the VDR as possible DR
susceptibility markers.

VDR specific haplotype (Martin et al., 2010), and rs731236/T polymorphism
(Taql) (Nosratabadi et al., 2010) influence the risk of diabetic nephropathy. The
polymorphism rs2228570/f (Fokl) modulates the relationship between the levels of
1,250HD and stages of chronic kidney disease (Yokoyama et al., 2012). Relationship
between rs2228570/ff genotype was found with the onset of DR in French (Taverna et
al. 2002, 2005). The rs1544410 is a substitution adenine/guanine (A>G) located in the
3'UTR region of intron 8 and does not alter the structure and function of the VDR but is
strongly related to the syrup poly (A) and potentially affect the stability of mRNA
(Vuolo et al., 2012). Prior studies in T2DM with diabetes time exceeding 10 years
found no association of this polymorphism with DR (Capoluongo et al., 2006; Cyganek
et al., 2006). Given the scarcity of studies involving this polymorphism and DR the
objective of this study is to analyze the relationship between the polymorphism
rs1544410 and DR in T2DM with diagnostic time between 5 to 10 years and its
influence on the systemic inflammatory status, oxidative stress and biochemical

parameters using a case-control approach.

2. Materials and methods

2.1. Study design and ethical aspects

This is a sectional study conducted with 109 T2DM patients older than 40 years,
treated in Endocrinology and Ophthalmology services of University Hospital of the
Federal University of Paraiba in the Northeast of Brazil with documented diabetes
between 5 and 10 years of DM2. The study was approved by the Ethics Committee for
Human Research of the Federal University of Paraiba, Jodo Pessoa, Brazil and the
procedures followed were in accordance with the ethical standards of the institution and
the Declaration of Helsinki. All participants provided written informed consent.

Whereas the study intended to show the prevalence of polymorphisms in a
diabetic population, a statistical model of sample calculation for epidemiological study
that would ensure that the sample size was representative of the population studied was
adopted. The sample size calculation took into account the population of Jodo Pessoa,
Paraiba State, located in Northeastern of Brazil, estimated at about 783,000 inhabitants,

according to the Brazilian Institute of Geography and Estatitistica 2013, around one
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third over the age of 40, which results in 313,200 people over this age. Considering an
estimated prevalence of 8% of diabetics, it is expected that the city has something
around 25,056 diabetics over the age of 40 years. Assuming a ratio of 20% of diabetics
who have retinopathy (10,022 subjects) and confidence level of 95%, with more than

8% error, the sample calculation resulted in 97 individuals.

2.2. Clinical evaluation

The diagnosis of DR was based by fundus examination by ophthalmoscopy after
pupil dilation with tropicamide 0.5%. Individuals with T2DM who had any degree of
retinopathy were the DR group (n=40; age=56.87 + 8.95; male=48.78%) while
individuals with T2DM but without DR were the T2DM group without DR (n=69;
age=58.5 + 9.12, male=28.57%). In RD group, 29 (72%) patients had non-proliferative
form retinopathy (NPDR) while 11 (28%) had proliferative form (RDP). All patients
underwent genotypic analysis. Clinical and anthropometric information such as gender,
age, duration of T2DM, BMI and blood pressure were obtained at the time of clinical
evaluation in Endocrinology. Blood sample for biochemical studies and analysis of
parameters related to inflammation and oxidative stress and 24-hour urine for
determination of albuminuria were collected from 62 patients. Of these, 10 (8 NPDR +
2 PDR) belonged to the DR group and 52 to those without DR.

2.3. Biochemical measurements

Blood collection was performed by venipuncture to obtain whole blood, serum
and plasma after 12 hours fasting. The 24-hour urine for determination of albumin
concentration was collected in suitable storage container. HbAlc determinations
(immunoturbidimetry), glucose (glucose oxidase), serum creatinine (alkaline picrate),
total cholesterol and triglycerides (enzyme-Trinder), HDL (selective ultracentrifugation-
detergent), C-reactive protein (CRP) (immunoturbidimetry) and urinary albumin
(turbidimetry) were determined using commercial Kkits in LabMax 240 analyzer
(Labtest, Lagoa Santa, MG, Brazil). LDL cholesterol concentration was estimated by
Friedewald Equation. Microalbuminuria was defined as urinary albumin
concentrations> 30 mg/L/24h. To malondialdehyde (MDA), the method based on the
reaction of thiobarbituric acid with the decomposition products of hydroperoxides was
employed (Ohkawa et al., 1979). The total antioxidant capacity (TAC) of the blood
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serum was measured by the reduction of the radical 2,2-diphenyl-1-picryl hidrazila
(Brand-Williams et al., 1995).

2.4. Collection and isolation of genomic DNA

Buccal epithelial cells were obtained by mouthwash with 3% sucrose solution
and stored in 66% alcohol solution containing 17 mM Tris-HCI pH 8, 5 mM NaCl and 7
mM EDTA. The extraction procedure was previously described (Aidar and Line, 2007).

2.5. Polymorphism rs1544410 Analysis

The genotypes were determined by PCR-RFLP. The primers used were: 5’CAA
CCA AGA CTA CAA GTA CCG CGT CAG TGA3’ (sense) 5’AAC CAG CGG GAA
GTC AAG GG3’ (antisense) (Pani et al., 2000). The amplification occurred as follows:
initial denaturation at 94 °C for 5 minutes, 30 cycles of denaturation (1 minute at 94
°C), annealing (1 minute at 58 °C) and extension (3 min at 72 °C) with an extra
extension step at the end 10 minutes. The 825 bp amplified product was digested with
Bsml that recognizes and cleaves the polymorphic allele (b) generating two fragments
(650 bp and 175 bp) while the ancestral allele (B) remains at 825 bp. The genotypes
were analyzed using 10% polyacrylamide gel electrophoresis and silver nitrate staining

procedure.

2.6. Statistical analysis

Quantitative data were expressed as mean and standard deviation, while
qualitative data were expressed as absolute numbers or percentages. Comparisons
between groups were performed using the independent T test or its corresponding
nonparametric Mann-Whitney. The distributions of alleles and genotypes between
groups were compared using Fisher's exact test. We adopted a p-value <0.05 as
statistically significant. Data were analyzed using Graph Pad 3.0 Instat software (San
Diego, CA, USA).
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Anthropometric, metabolic and epidemiological characteristics of the groups of

RD and without RD (controls) are depicted in Table 1. There was no significant

difference in anthropometric, epidemiological and metabolic variables except for

Microalbuminuria 24 hours (p=0.004) and serum creatinine (p=0.03) both significantly

higher in the DR group. The genotype distribution and allele frequency are identified in
Table 2. The rs1544410/b allele [OR 1.8 (1.02-3.18), p=0.047] and the dominant model
Bb + bb [OR 0.3 (0.09-0.93), p=0.049] but not the bb genotype [OR 0.6 (0.26-1.38 ),

p=0.29] were associated with increased risk for RD (Table 2). Metabolic parameters

were similar between the genotypes of rs1544410 (Table 3), a trend to higher CRP

levels in bb genotype as compared to those of the genotypes BB/Bb was observed

(p=0.09).

Table 1. Anthropometric characterization, clinical, biochemical and metabolic

of the study population

DR without DR p
Sex (M%) 48.78% 28.57% 0.053
Age (years) 56.87 + 8.95 58.5+9.12 0.365
T2DM duration (years) 7.7+222 6.52 +2.19 0.062
Hypertension (%) 68.3% 68.6% 0.97
Dyslipidemia (%) 76.92% 62.85% 0.29
BMI (weight/height?) 27.56 + 4.08 29.02 +4.85 0.108
Abdominal circumference 104.75+ 12.6 101.96 + 12 0.474

(centimeters)

HbAlc (%)* 8.25+1.8 8.34+15 0.709
Glucose (mg/dL)* 151.8 £ 65.9 163.8 £ 56.25 0.549
Total cholesterol (mg/dL* 204.4 + 62 208.2+£52.5 0.839
HDL(mg/dL)* 435+8.2 42.5+10 0.758
LDL(mg/dL)* 127,6 54,6 131.5+45.7 0.799
Triglycerides (mg/dL)* 166.6 + 67.7 2157+ 124 0.229
Serum creatinine (mg/dL)* 1.07+0.34 0.81+0.24 0.035
Microalbumindria (mg/L/24h)* 201.1 £ 265.2 46.51 +100.61 0.004
TAC (%)* 1243 +£4.9 11.8+5.4 0.593
MDA (uM/L)* 27811 3.44 £1.26 0.125
CRP (mg/dL)* 3.41+2.6 241+25 0.256

p <0.05 = significant difference after application of independent T teste (or its corresponding

nonparametric Mann-Whitney). * sample data of 62 individuals (RD: 10, without RD: 52)
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Table 2. Genotypic and allelic distribution of the polymorphism rs1544410
among type 2 diabetic patients without DR and RD

Genotypes DR (40) without DR (69) p OR (IC 95%)

BB 10% (4) 27.5% (19)

Bb 50% (20) 43.5% (30)

bb 40% (16) 29% (20)

BB+Bb 60% (24) 71% (49) 0.292° 0.6 (0.26-1.38)
Bb+bb 90% (36) 72.4% (50)  0.0496° 0.3 (0.09-0.93)
BB+bb 50% (20) 71% (49) 0.241° 1.6 (0.75-3.52)
Frequency of allele b 65% 50.7% 0.0478 1.8 (1.02-3.18)

p <0.05 = statistically significant difference after applying the Fisher’s exact test



Table 3. Clinical and biochemical variables between genotypes of rs1544410 (Bsml)

With DR (10) DR + without DR (62)
p
BB+Bb (6) bb (4) p BB (15) Bb (27) bb (20) BB+Bb (42)
BBBb/bb  BB/bb
HbALc (%) | 7.6 +0.84 92+269 0762 8.6+ 1.84 815+ 1.4 848+ 17 83+15 0.704  0.834
Glucose (mg/dL)* | 135.3+34.8 1765+98.3 0761 | 157.46 +50.2 161 +60.3 1646 +62.4  1597+563 0764  0.720
Total cholesterol (mg/dL* | 2225+68.7 177.25+45 0352 | 1953+307 218 +53.7 2027+654  209.9+47.7 0625  0.687
HDL(mg/dL)* | 43.3+9.3  4375+7.4 0914 413+ 9,4 42.6+10.3 435+9.3 422+9.8 0.608  0.492

LDL(mg/dL)* | 146.4 +55.3 99.3+455  0.196 119.7 £ 29.7 142.3+45.8 121.4+1355  135.5+426 0.277 0.921

Triglycerides (mg/dL)* | 163.6 +85.7 171 +£39.5 0.457 257.6 + 148.8 186.8 + 109.6 2054+9546 212.1+127.9 0.837 0.215

Serum creatinine (mg/dL)* | 1.21+0.37 0.87+0.17 0.139 0.88 +0.23 0.87 £0.29 0.79+0.27 0.87 £0.27 0.294 0.369
Microalbumindria (mg/L/24h)* | 220.42 £270.9 214.7+338  0.977 32.54+36.2 101.52+£199.7 60.57 +135.12 76.75+ 163.6 0.710 0.456

CAT (%) 10.6 £1.81 9.7+1.52 0.571 1242 +6.7 11.32+5 10.4 +4.08 11.7 £ 5.54 0.637 0.747
MDA (uM/L) 283%1 2.7+1.38 0.761 3.61+1.3 343+131 3.05+1.16 3.5+13 0.222 0.207
PCR (mg/dL) 37119 296 +3.75  0.352 192+1.14 2.20+1.92 3.43 +3.37 232+1.38 0.095 0.132

Ly
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4. Discussion

Low 25(OH)D3 concentrations are associated with an increased risk of macrovascular
and microvascular events in T2DM (Forouhi et al., 2012; He et al., 2014; Herrmann et al.,
2014; Mezza et al., 2012), suggesting that metabolic processes related to this vitamin should
associated to both conditions.

In this study we found a slight association between rs1544410/b and DR, and a
significantly higher presence of the BB genotype in the group without DR, indicating a
protective effect of this genotype. In a cohort study in central Italy rs731236 and rs1544410
polymorphisms were not significantly associated with the presence of complications in
diabetes (Capoluongo et al., 2006) and similar results were obtained in Polish with T2DM
compared to the rs2228570, rs7975232, rs731236 and rs1544410 polymorphisms and DR
(Cyganek et al., 2006). This study was conducted in a population with early diabetes while in
the Italian study, the duration of diabetes was 17.9 £ 11.4 and in the Polish, this variable was
statistically different between test (14.6 + 6.2) and control (9.7 £ 7.2) groups. This aspect may
have influenced the results.

Duration of diabetes is an important risk factor for DR (Rema et al., 2005; Park et al.,
2012). The occurrence is relatively rare in the first four years after the onset of diabetes and
tends to increase over time and have greater influence of the percentage of HbAlc (Tapp et
al., 2003). Although HbA1C is a risk factor established for DR, in this study there were no
significant differences between the groups, which may be related to an early diabetes
diagnosis. Although the association between albuminuria and DR been described in the
literature has been confirmed in this study, we did not find differences between the rs1544410
genotypes differently than Zhang et al (2014) which concluded that the B allele is correlated
with higher albuminuria in Chinese population Han with T2DM. Ethnic variations have
caused controversy also in relations between rs1544410 and the risk deT1DM and T2DM
(Motohashi et al., 2003; McDermott et al., 1997; Li et al., 2013) reinforcing the need for
studies replicated in different populations.

Inflammation is in the context of the pathophysiology of DR (Tarr et al., 2013) and
increased protein C-reactive values (PCR) are related to the severe conditions of this
complication (Nowak et al., 2010; Sasongko et al., 2014; Van Hecke et al., 2005) although
recent data indicate that the association is related to obesity and not exactly the DR (Fronczyk
et al., 2014). In this work, we did not identify statistically significant differences in PCR

contractions, although the average was higher in the DR group. Relevant aspects to be
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considered: BMI and waist circumference did not differ between groups and within the DR
group, 80% of patients had NPDR. Moreover, a trend towards higher values of CRP in
patients with rs1544410/b was identified following an ascending sequence between BB, Bb
and bb genotypes. Similar results were found in patients with cancer cachexia in which
rs1544410/b was associated with higher CRP levels (Punzi et al., 2012).

A recent in vitro study conducted with human monocytes of TIDM and healthy
individuals supplemented with 25(OH)D3 presented an imunnomodulatory genotype
dependent effect. The rs1544410 bb individuals had lower intermediate cells increases and
less inhibition of differentiation of monocytes in response to treatment (Mauf et al., 2015.)
The sensitivity to the 25(OH)D3 treatment was according to the following sequence: BB, Bb
and bb. Together, these results suggest that carriers of rs1544410/b have a favored
inflammation status. The relationship between rs1544410/b in T2DM with inflammation
needs to be confirmed in larger numbers of patients and increasing the number of
inflammatory markers.

Despite small sample size, the selection based on the duration of diabetes can improve
the capacity to compare complicated and non-complicated groups, avoiding biases present in
other studies involving genotypes of VDR and T2DM. In addition, it is an epidemiological
representative sample of a town in Northeast Brazil.

This is the first study to link polymorphism of the VDR with DR in T2DM patients in
the early disease stage. The result suggests that the polymorphism rs1544410 is associated

with the risk of developing RD diabetic patients between 5 and 10 years.
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CONCLUSOES

Os grupos RD e sem RD apresentaram parametros bioquimicos (HbAlc, glicemia,
colesterol total, HDL, LDL, triglicerideos), inflamatdrio (PCR) e do estresse oxidativo
(CAT e MDA) sem diferengas significantes, com exce¢do de concentracdo de
albumina na urina e creatinina sérica que foram maiores no grupo RD;

A frequéncia do alelo rs1544410/b foi significantemente maior no grupo com RD;
sugerindo seu envolvimento no risco de desenvolvimento da complicagdo, enquanto
que a frequéncia do gendtipo BB (rs1544410) foi maior no grupo sem RD, indicando
um efeito protetor;

Os parametros bioquimicos e do estresse oxidativo ndo foram afetados pelos gendtipos
rs1544410 na populacdo estudada, no entanto, observou-se uma tendéncia para valores
maiores de PCR em individuos bb, sugerindo um perfil inflamatério mais acentuado
neste gendtipo;

N&do foram detectadas diferencas significantes entre a distribuicdo de gendtipos e
frequéncia alélica de rs1801133 e rs1801131; embora o alelo rs1801133/T tenha sido

mais frequente no grupo RD.

8.1. Considerac0es finais

Estudos mais robustos sdo necessarios para confirmar as seguintes hipGteses

levantadas por este trabalho:

A relacgdo entre rs1544410 e RD; tanto em RDNP quanto RDP; sendo para isso
necessario aumentar o numero amostral de ambas as categorias e analisa-las
separadamente;

O carater pré-inflamatorio do alelo rs1544410/b em ambos os modelos; RDNP e RDP;
A relacédo entre o gendtipo rs1801133 e o risco de RD.
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