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RESUMO

O Diabetes mellitus gestacional (DMG) € uma patologia que afeta cerca de 7% das
gestacdes e esta associado a multiplas complicacdes para a gestante e para o feto.
O diagnéstico precoce e o tratamento do DMG minimizam a morbimortalidade
associada a patologia. O objetivo do trabalho foi avaliar polimorfismos de Unico
nucleotideo (SNPs) nos genes MIF (fator inibidor da migracdo de macréfago;
rs1007888), MTNR1B (receptor de melatonina 1B; rs10830963) e CDKAL1 (quinase
1 dependente de ciclina; rs7754840) e a associacdo destes polimorfismos com
biomarcadores de controle glicémico, funcéo renal, perfil lipidico e com os produtos
de glicacédo avancada fluorescentes (AGEs-F) em um estudo do tipo caso-controle.
Foram estudadas 442 gestantes Euro-Brasileiras, néo relacionadas, sendo 225
gestantes com diabetes gestacional (grupo DMG) e 217 gestantes saudaveis (grupo
controle) caracterizadas segundo os critérios da Associacdo Americana de Diabetes
(2010). Os AGEs-F foram quantificados em espectrofluorimetro de placa. As
genotipagens dos polimorfismos selecionados para o estudo foram realizadas pela
metodologia de sondas fluorescentes (Tagman®). O projeto teve aprovacdo do
Comité de Etica da UFPR (CAAE09664412.4.0000.0101). Gestantes com DMG
apresentaram idade, peso, e indice de massa corporal (IMC) significativamente
maiores (P<0,05) quando comparado ao grupo controle. As concentracdes séricas
da glicemia em jejum, colesterol total, LDL-colesterol, triglicerideos e acido arico
foram significativamente maiores no grupo DMG. No entanto, o grupo controle
apresentou concentracbes séricas significativamente maiores quanto a uréia,
creatinina, proteinas totais e albumina. As concentracdes seéricas dos AGEs-F nao
apresentaram diferenca significativa entre os grupos e foram correlacionadas
positiva e significativamente (r=0,421; P<0,001) com a creatininemia no grupo DMG.
As concentracdes séricas de AGEs-F também ndo foram diferentes (P>0,05) em
guatro periodos gestacionais distintos (12-23; 24-28, 29-32 e >32 semanas)
sugerindo que este biomarcador € pouco influenciado pelas alteracdes fisiologicas
associadas a gestacdo ou ao DMG. Todos os polimorfismos em estudo estdo no
equilibrio de Hardy-Weinberg. Para o grupo controle, os alelos de menor frequéncia
apresentaram, respectivamente, 46,8% (95%IC 41-52) para o rs1007888; 20,2
(95%IC 16-24) para o rs10830963 e 28,0% (95%IC, 23-33) para o rs7754840 dos
genes MIF, MTNR1B e CDKAL1l. Os polimorfismos rs1007888 e rs7754840,
respectivamente, nos genes MIF e CDKAL1, ndo foram associados ao DMG. O
polimorfismo rs10830963 do gene MTNR1B foi associado a concentracdo seérica de
LDL-colesterol no grupo DMG. No grupo DMG, portadoras do alelo de risco G em
homozigose (GG) apresentaram concentracao de LDL-colesterol, um marcador para
risco cardiovascular, cerca de 20 mg/dL maior do que as portadoras do gendétipo CC.
As frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo rs10830963 do gene MTNR1B
diferiram significativamente (P<0,05) entre os grupos em estudo, sendo associadas
ao diabetes gestacional. Portadoras do alelo de risco (G) do rs10830963
apresentaram cerca de 1,4 vezes (OR; 95%IC, 1,02-2,02) mais chance em
desenvolver DMG quando comparadas as portadoras do alelo C. Em sintese, o
polimorfismo rs10830963 do gene MTNR1B esta associado ao DMG e a
concentracdo sérica de AGEs-F ndo apresenta sensibilidade como biomarcador para
esta patologia.

Palavras chave: diabetes gestacional, polimorfismos de Unico nucleotideo (SNPs),
produtos de glicagéo avancada (AGES).



ABSTRACT

Gestational Diabetes Mellitus (GDM) is a condition that affects about 7 % of
pregnancies and is associated with multiple complications for the mother and the
fetus. Early diagnosis and treatment of GDM minimize the morbidity and mortality
associated with this disease. The objective of this study was to evaluate single
nucleotide polymorphisms (SNPs) in genes MIF (macrophage migration inhibitory
factor; rs1007888), MTNR1B (melatonin receptor 1B; rs10830963) and CDKAL1
(cyclin dependent kinasel; rs7754840) and their association with biomarkers of
glycemic control, renal function, lipid profile and the fluorescent advanced glycation
end products (F-AGEs) in a study of the case-control type. Were studied 442
unrelated Euro-Brazilian pregnant women and the subjects were classified as healthy
pregnant women (control, n=217) and gestational diabetic patients (GDM, n=225)
according to the American Diabetes Association criteria (2010). F-AGEs were
measured in the spectrofluorimeter plate. The genotyping of the three polymorphisms
were performed by the method of fluorescent probes (Tagman®). The project was
approved by the Ethics Committee UFPR (CAAE09664412.4.0000.0101). Pregnant
women with GDM presented age, weight, and body mass index (BMI) significantly
(P<0.05) higher compared to the control group. Serum concentrations of fasting
glucose, total cholesterol, LDL- cholesterol, triglycerides and uric acid of the GDM
group were also significantly higher than control group. However, the control group
had significantly higher serum concentrations of urea, creatinine, total protein and
albumin than GDM group. Serum concentrations of F-AGEs showed no significant
difference between the groups and were correlated positively and significantly (r =
0.421, P< 0.001) with serum creatinine in DMG group. Serum concentrations of F-
AGEs were not different (P > 0.05) in four different gestational periods (12-23, 24-28,
29-32 and >32 weeks), suggesting that this biomarker is little influenced by
physiological changes associated with pregnancy or gestational diabetes. The
studied variants were in the Hardy-Weinberg equilibrium. For the control group, the
frequency of minor alleles frequency showed, respectively, 46.8% (95% CI 41-52) for
rs1007888, 20.2 (95% CI 16-24) for rs10830963 and 28.0% (95% CI 23-33) for
rs7754840 in the MIF, MTNR1B and CDKAL1l. The rs1007888 and rs7754840
polymorphisms, respectively, in the MIF and CDKAL1 genes were not associated
with GDM. The rs10830963 polymorphism in the gene MTNR1B was associated with
serum LDL-cholesterol in the GDM group. In the DMG group, carrying the risk allele
in homozygous G (GG) had LDL-cholesterol as a marker for cardiovascular risk,
about 20 mg/dL higher than the carrier genotype CC Allele. The genotype
frequencies of the rs10830963 polymorphism of the MTNR1B gene differed
significantly (P<0.05) between the study groups, being associated with gestational
diabetes. Carriers of the risk allele (G) of rs10830963 showed 1.4 times (OR, 95% ClI,
1.02 to 2.02) chance to develop gestational diabetes when compared to the allele C.
In summary, rs10830963 polymorphism of the gene MTNR1B is associated with
DMG and serum F-AGEs shows no sensitivity as a biomarker for this disease.

Keywords: Gestational diabetes, single nucleotide polymorphisms (SNPs), advanced
glycation end products (AGES).
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1 INTRODUCAO

O Diabetes mellitus (DM) é um grupo de doencas metabdlicas que séo
caracterizadas pela hiperglicemia resultante de defeitos na secre¢do ou na agcao da
insulina ou em ambos, concomitantemente (ADA, 2014). Como consequéncia, a
hiperglicemia em curto prazo vem acompanhada por complicacbes que podem ser
fatais ao paciente como a cetoacidose ou a sindrome hiperosmolar ndo cetoética e
em longo prazo as complicacbes estdo associadas com disfuncéo e faléncia de
varios orgdos, principalmente os olhos, rins, nervos, coragdo e vasos sanguineos
(ADA, 2014).

O Diabetes mellitus gestacional (DMG), foco do presente estudo, acomete
cerca de 7% das gestacOes e estd associado as multiplas complicacdes para a
gestante e para o feto (ADA, 2014). A hiperglicemia cronica e progressiva,
caracteristicas do diabetes gestacional, estdo diretamente relacionadas com a
ocorréncia de efeitos perinatais adversos e, portanto, o diagnostico e tratamento
precoces sao essenciais para essas gestacdes (HAPO, 2008).

No presente, as causas dos principais tipos de diabetes ndo sé&o
completamente conhecidas e as alteracdes metabdlicas da patologia carecem de
explicagcbes que se apliguem a todos os casos. O envolvimento de genes e
variabilidade genética (polimorfismos) sdo reconhecidos a muito no diabetes. No
entanto, excluido o diabetes de origem monogénico, que explica apenas uma
pequena fracdo dos tipos de diabetes, o envolvimento de multiplos genes
(poligénico) é proposto como forma predominante.

Portanto, pesquisas que promovam ou ampliem o0 conhecimento da
fisiopatologia do diabetes sdo relevantes. Estudos de variacbes genéticas
associadas ao diabetes, com énfase nos polimorfismos de um unico nucleotideo
(single nucleotide polymorphism; SNPs) tem tido destaque. Nas ultimas décadas,
uma variedade de polimorfismos genéticos foi descrita associada aos diferentes
tipos de diabetes (TANG et al., 2012; YANG et al., 2012; ZHANG, C. et al., 2013).
Estes estudos necessitam ser replicados em diferentes populacbes, pois as
frequéncias genotipicas e alélicas desses polimorfismos podem variar conforme a

composicao étnica da populacao estudada (GUPTA et al., 2012).
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O Brasil, um pais miscigenado, possui poucos estudos referentes aos
polimorfismos associados ao Diabetes mellitus, o que dificulta a busca por
marcadores genéticos para a populacao brasileira.

Este trabalho busca por biomarcadores para identificar risco para o diabetes
gestacional avaliando os produtos de glicacdo avancada fluorescentes (AGEs-F) e
polimorfismos em genes associados ao controle glicémico neste processo

patolégico.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Associar variagbes genéticas com o Diabetes mellitus gestacional (DMG) e
biomarcadores relacionados ao controle glicémico com énfase na concentracao
sérica de produtos de glicacdo avancada fluorescentes (AGEs-F), ao perfil lipidico e

a funcao renal.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Quantificar os Produtos de Glicagdo Avancada fluorescentes (AGEs-F) em

pacientes com diabetes gestacional e gestantes saudaveis.

e Determinar as frequéncias genotipicas e alélicas de polimorfismos dos genes
MIF rs1007888, MTNR1B rs10830963 e CDKAL1l rs7754840 na busca de

associacao com o diabetes gestacional.

e I|dentificar as frequéncias genotipicas e alélicas de variagcbes genéticas
associadas ao diabetes gestacional em uma amostra da populacdo brasileira e

comparar com outras populacgoes.

e Correlacionar as variagcdes genéticas, identificadas nos grupos estudados, as
caracteristicas clinicas dos pacientes estudados e com biomarcadores séricos de

controle glicémico, perfil lipidico, funcéo renal e com a concentracédo de AGEs-F .
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 DIABETES

A Associacdo Americana de Diabetes define o Diabetes mellitus (DM) como
sendo um conjunto de doencas metabdlicas, caracterizadas por hiperglicemia, as
guais interferem no mecanismo de producdo/secrecdo da insulina e/ou na acgao
deste horménio em tecidos periféricos (ADA, 2014).

O Diabetes € uma das principais causas de mortalidade e morbidade no
mundo e acomete cerca de 8,3% da populacdo mundial (GUARIGUATA, 2012). A
prevaléncia desta patologia vem crescendo rapidamente nos ultimos anos, sendo,
portanto, considerada uma epidemia (WILD et al., 2004; SHAW; SICREE; ZIMMET,
2010; GUARIGUATA et al., 2011). Uma projecdo do namero de diabéticos para o
ano de 2030 (FIGURA 1) a partir levantamentos obtidos em 2011 estima que cerca
de 552 milhdes de individuos no mundo serdo diabéticos neste periodo, o que
corresponde a um aumento de 51%, do quadro atual (GUARIGUATA, 2012). Neste
contexto, o continente africano passara de 14,7 milhdes de diabéticos para 28
milhdes, totalizando um aumento de 90% de casos. A Europa apresenta o menor
aumento, passando de 52,8 milhdes em 2011 para 64,2 milhdes em 2030,
representando um aumento de 22%. O aumento significativo da prevaléncia de
diabetes na Africa ¢ atribuido as mudancas ambientais aceleradas provocadas pela
rapida urbanizacdo e modernizacdo, bem como aumento da expectativa de vida. Na
América Latina a expectativa de aumento é de 59% passando de 25,1 milhdes de
diabéticos para 39,9 milhdes (GUARIGUATA, 2012).

Diante deste quadro, novas pesquisas sao necessarias para melhor
caracterizar a interacdo de fatores genéticos e ambientais sobre a ocorréncia do
diabetes (KENGNE et al., 2013). Paralelamente a epidemia de diabetes, esta a
epidemia de obesidade, a qual € um conhecido fator de risco para o diabetes. Entre
0s anos de 1980 a 2008 o indice de massa corpérea (IMC) aumentou a cada 10
anos, cerca de 0,4kg/m? para homens e 0,5kg/m? para mulheres no mundo e para o
continente africano, o aumento foi maior que a média mundial (FINUCANE et al.,
2011).



18

2030 = 552 milhoes
Aumento =51%

[ Mundo 2011 =366 milhoes ]

37.7

FIGURA 1 - PROJECAO DA PREVALENCIA MUNDIAL DO DIABETES PARA O

ANO DE 2030.

A figura mostra o numero total de individuos com diabetes em 2011, a expectativa
para 2030 e a porcentagem correspondente ao aumento de casos por continente
(IDF, 2013).

Fatores genéticos reconhecidamente estdo envolvidos com o diabetes,
porém, os fatores ambientais associados a alteracdo no estilo de vida de muitas
populacdes explicam o aumento expressivo na prevaléncia desta patologia para os
proximos anos. Entre os fatores ambientais destaca-se a obesidade, o
sedentarismo, a alimentacdo, a urbanizacdo e 0 aumento na expectativa de vida
(WILD et al., 2004; GUARIGUATA et al., 2011).

O aumento da incidéncia do diabetes tem impacto relevante para o
planejamento da Saude Publica. O diabético sem diagndostico ou com tratamento
ineficaz apresenta complicacdes cronicas severas como a nefropatia, a retinopatia
(cegueira), a hipertensdo, a aterosclerose e a neuropatia. Estas complicacdes de
riscos estdo associadas aos procedimentos de custo elevado ao sistema de saude
como o0s incrementos nos exames laboratoriais, nas ocupacdes de leitos
hospitalares, no uso de diferentes medicacdes e nas interna¢cdes em unidades de

emergéncias e de terapias intensivas. (ZHANG, et al., 2010).
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Classificacdo do Diabetes Mellitus

A Associacdo Americana de Diabetes tem classificado esta doenga em quatro

grandes grupos (ADA, 2014):

a)

b)

d)

Diabetes tipo 1 (DM1): representa de 5-10% dos casos de diabetes. Na

maioria dos casos, DM1 é causado pela destruicdo ou dano das células f
pancreaticas devido a agdo do sistema imune. Em menor frequéncia, existe o
DM1 de origem idiopéatica. Em ambos os casos, a produc¢éo da insulina torna-
se deficiente ou ausente. O DM1 € comum na infancia e adolescéncia, mas
pode ocorrer em todas as faixas etarias;

Diabetes tipo 2 (DM2): representa 90-95% dos casos de diabetes. O DM2

estd associado a resisténcia da acdo da insulina e a reducdo lenta e

progressiva na producdo deste hormoénio. Os pacientes com este tipo de
diabetes geralmente sdo obesos e a necessidade de tratamento com insulina
exdgena ocorre somente apds muitos anos de evolucdo da patologia.
Agentes hipoglicemiantes orais representam a terapéutica usual para
pacientes com DM2.

Qutros tipos especificos de diabetes: esta categoria engloba mais de 56

distintas patologias, com énfase para o diabetes tipo MODY (maturity-onset
diabetes of the Young; diabetes da maturidade de inicio precoce) que resulta
de defeitos monogénicos que afetam a fungao das células B, levando a uma
secrecdo diminuida de insulina. Este tipo de diabetes € detectado geralmente
pelo aparecimento de hiperglicemia em idade precoce. Este grupo de
diabetes também pode ser causado por mutacdes genéticas que geram
defeitos na acéo da insulina, endocrinopatias, drogas e substancias quimicas
gue induzem o diabetes e alguns tipos de infeccdes virais.

Diabetes Mellitus Gestacional (DGM) é definido como qualquer grau de

intolerancia a glicose com inicio durante a gravidez.

A classificacdo do diabetes pode ser uma tarefa dificil, pois uma paciente

classificada para o diabetes gestacional pode continuar a ter diabetes apos a

gestacdo e passar a ser classificada com diabetes tipo 2. Portanto, mais importante

do que classificar ou rotular o tipo de diabetes € conhecer a patogénese da

hiperglicemia e trata-la de forma eficaz (ADA, 2014).
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3.1.2 Sintomas do Diabetes Mellitus

Os principais sintomas de diabetes sdo polidria (aumento do volume
urinario), polidipsia (sede excessiva persistente), perda de peso e em alguns casos
com polifagia (fome excessiva) e visdo turva. Em curto prazo, a hiperglicemia com
cetoacidose ou a sindrome hiperosmolar ndo cetética sdo complicacdes do diabetes
gue trazem risco de vida para o paciente. Em longo prazo, a hiperglicemia cronica
do diabetes estd associada a disfuncdo e faléncia de varios érgaos e tecidos
principalmente olhos, rins, nervos, coragao e vasos sanguineos (FOWLER,2007).

3.2 DIABETES GESTACIONAL

O Diabetes Mellitus Gestacional (DMG) pode ser definido como qualquer
grau de intolerancia a glicose com aparecimento ou primeiro reconhecimento
durante a gravidez (CHENG; LAU, 2013)

Este tipo de diabetes acomete cerca de 7% das gestacOes, variando de 1-
14% dependendo dos critérios usados para o diagndstico e da populacdo em estudo
(ADA, 2014). A obesidade tem sido considerada o fator de maior risco para o
desencadeamento desta patologia e a expectativa € de um aumento significativo da
prevaléncia deste tipo especifico de diabetes diante da presente epidemia da
obesidade (WERNER et al., 2012).

Em mulheres que desenvolvem o DMG, a resisténcia a insulina se apresenta
de duas formas: a resisténcia fisiologica no final da gravidez e a resisténcia cronica.
A resisténcia fisiolégica a insulina no final da gravidez é ocasionada principalmente
pela mudanca do estado hormonal da mulher gravida, sendo o horménio de
crescimento placentario e o fator de necrose tumoral a, os principais fatores que
induzem a esta resisténcia (METZGER et al., 2007). As concentracfes de cortisol,
prolactina, estrogenos e progesterona também estdo aumentadas durante a
gestacdo e contribuem para a diminui¢do da sensibilidade a insulina. Além disso, a
producdo hepatica de glicose aumenta entre 15% a 30% durante a gestacédo e a
ingestao caldrica e 0 aumento do peso corporal ajudam a descompensar 0s niveis
glicémicos. Esta condicao tende a voltar ao normal no prazo de um ano apos o parto
em mulheres que possuem uma tolerancia normal a glicose. (INTURRISI; LINTNER;

SOREM, 2011). A forma crbnica de resisténcia a insulina esta presente antes da
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gravidez e é exacerbada pelas mudancas fisioldégicas durante a gravidez. Portanto, a
maioria dos casos de diabetes gestacional € uma consequéncia da combinacao
entre a resisténcia adquirida e crénica a insulina (CHENG; LAU, 2013).

Cabe ressaltar que casos de diabetes gestacional ocasionados por
disfuncdo autoimune das células 3 pancreaticas, estdo descritos na literatura e séo
raros. Este tipo de diabetes foi evidenciado devido a presenca de anticorpos anti-
citoplasma das células das ilhotas pancreaticas e anticorpos anti-GAD65, anti-
tirosina fosfatases de membrana e anti-insulina. Estes anticorpos vém sendo
utilizados para identificar individuos com risco elevado em desenvolver diabetes
autoimune (METZGER et al., 2007). Outras formas de diabetes como o diabetes tipo
MODY e diabetes mitocondrial, parecem contribuir de forma relativamente pequena,
menor que 5%, dos casos de diabetes gestacional (ADA, 2014).

O DMG é um fator que aumenta o risco de complicacdes para o feto e para a
gestante. Entre as complicagdes obstétricas decorrente do DMG, as mais frequentes
sédo a pré-eclampsia (insuficiéncia renal aguda associada a proteinuria, hipertenséo
e edema), parto prematuro, hiperbilirrubinemia neonatal, necessidade de cesariana e
distocia de ombro (WERNER et al., 2012). Mulheres com histérico de diabetes
gestacional tem maior probabilidade em desenvolver DM2 e doencas
cardiovasculares apos a gravidez, quando comparadas com mulheres com glicemia
normal durante a gestacdo (ENGLAND et al.,, 2009). De acordo com o Center for
Disease Control and Prevention (USA, 2011), 5% a 10% das mulheres norte-
americanas que tiveram DMG, desenvolveram DM2 imediatamente apds o parto. No
Brasil, segundo dados do Ministério da Saude de 2010, 40% das mulheres que
tiveram DMG se tornarao diabéticas em até 10 anos apos o parto.

Outro ponto que desperta interesse dos pesquisadores é a avaliacdo dos
maleficios que podem ser causados em longo prazo nos bebés que nasceram de
maes que tiveram diabetes durante a gestacdo. No entanto, devido a dificuldade em
manter um acompanhamento pos-parto por muitos anos, poucos estudos foram
realizados neste contexto (CHENG; LAU, 2013). Dabelea e colaboradores (2000)
mostraram que filhos de maes que desenvolveram DMG tinham uma incidéncia
significativamente maior de obesidade e diabetes tipo 2 quando comparadas com
filhos de maes saudaveis (DABELEA; KNOWLER; PETTITT, 2000). Demais
trabalhos realizados com este objetivo, concordam que estes individuos tém maior

risco de obesidade e anormalidades metabdlicas na infancia, adolescéncia e inicio
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da idade adulta (HUANG et al., 2011; LAWLOR; LICHTENSTEIN; LANGSTROM,
2011).

3.2.1 Critérios para o diagnostico do Diabetes Gestacional (DMG)

Os critérios para o diagndstico do DMG foram inicialmente propostos para
identificar mulheres que ap0s a gestacdo apresentavam risco para o DM2. No
entanto, nos Ultimos anos, tais critérios sofrerem algumas modificacdes a fim de
identificar gestantes com risco elevado para eventos perinatais adversos (WERNER
et al., 2012).

O HAPO (Hyperglycemia and Adverse Pregnancy Outcome), grupo que
avalia os efeitos adversos da hiperglicemia nas gestacdes, publicou em 2008, um
estudo multinacional com aproximadamente 25 mil gestantes, e concluiu que existe
uma relacdo diretamente proporcional entre a hiperglicemia e o aparecimento de
complicagdes perinatais durante a gestagédo. Além disso, este estudo evidenciou a
existéncia de riscos para complicacbes perinatais em gestantes anteriormente
classificadas normoglicémicas (HAPO, 2008). Resultados similares foram
encontrados em outros estudos (RAY et al., 2001; LANDON et al., 2009), indicando
a necessidade da elaboracdo de novos critérios para o diagndstico do DMG.
Baseado nestes resultados, a International Association of the Diabetes and
Pregnancy Study Groups (IADPSG), uma associacdo fundada em 1998 e composta
por representantes de varias organizacbes obstétricas e do diabetes, incluindo a
Associacdo Americana de Diabetes (ADA), desenvolveu recomendacdes revisadas
para o diagnéstico do DMG (IADPSG, 2010).

Dentre estas recomendacdes, o IADPSG criou uma nova categoria para
identificar gestantes com provavel diabetes pré-gestacional denominada de “Overt
Diabetes” ou diabetes manifesto (IADPSG, 2010). A inclusédo desta nova categoria €
justificada devido a necessidade de identificar estas gestantes com diabetes
manifesto para que recebam o tratamento adequado nas primeiras semanas da
gestacéo, tendo em vista que a hiperglicemia mais severa que afeta essas gestantes
estd associada ao aumento do risco de anomalias congénitas na prole, aumento do
risco de complica¢cBes do diabetes como a nefropatia e retinopatia (IADPSG, 2010).

Com base nas duas categorias de diabetes, o diabetes manifesto e o

diabetes gestacional, o IADPSG recomenda que o diagnostico do diabetes
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gestacional ou manifesto seja feito em duas etapas (FIGURA 2). A primeira etapa
consiste na dosagem de glicemia de jejum na primeira consulta do pré-natal. Caso o
resultado para esta dosagem seja maior ou igual a 126mg/dL, a paciente é
diagnosticada para o diabetes manifesto. Se o valor da glicemia de jejum for maior
ou igual a 92mg/dL e menor que 126mg/dL, a paciente apresenta diabetes
gestacional, mas se o valor for inferior a 92mg/dL, a paciente possui glicemia normal
(FIGURA 2). Na segunda etapa do protocolo para o diagnéstico do diabetes
gestacional, o IADPSG recomenda que aquelas gestantes com glicemia normal
sejam submetidas ao teste oral de tolerancia a glicose com 75g (TOTG 75g) entre a
242 e a 282 semana de gestacdo. O diagndstico de Diabetes Gestacional €
confirmado se o valor de glicemia em jejum for igual ou superior 92mg/dL ou se apos
o teste oral de tolerancia a glicose (TOTG), a glicemia pos-prandial de 1 hora for
igual ou superior a 180mg/dL ou a glicemia pos-prandial de 2 horas for igual ou
superior a 153mg/dL (FIGURA 2).

A deteccéo da hiperglicemia no inicio da gestacéo, antes da 242 semana, €
de extrema importancia tendo em vista que estas gestantes podem iniciar o
tratamento assim que for detectada a hiperglicemia, diminuindo assim o risco de
abortos espontaneos e anomalias congénitas que sdo complicacbes da
hiperglicemia neste periodo (STARIKQV et al., 2013).

Com a mudanca nos critérios para o diagnostico, a prevaléncia do diabetes
gestacional devera aumentar significativamente, principalmente porque apenas uma
concentracdo acima dos critérios de corte resulta em diagnostico do DMG. Critérios
anteriores requeriam que pelo menos duas medidas na curva estivessem acima do
critério de corte para estabelecer o diagnostico (ADA, 2013). Nos Estados Unidos, a
expectativa é de que o numero de gestantes com diagnostico de diabetes
gestacional aumente de 2-5% para aproximadamente 16% e consequentemente, 0s
custos com a execucado de exames também aumentara. No entanto, os beneficios
da adocéo deste protocolo proposto pela IADPSG sobrepdem os custos envolvidos,
pois se estima que melhorardA os desfechos maternos e neonatais e
consequentemente reduzira os gastos futuros associados ao DMG (IADPSG, 2010;
MISSION et al., 2012; WERNER et al., 2012).
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1*ETAPA: Glicemia de jejum na primeira consulta pré-natal

Y

= 126mgfdL =92mg/dL e < 126mgfdL < 92mafdL

Diabetes Manifesto Diabetes Gestacional Glicemianormal

29ETAPA: Teste oral de tolerancia a glicose entre as 24°-28° semanas de gestagao

Glicemia de Jejum
2 92mogfdL: Diabetes Gestacional

< 92mgfdL: Glicemia normal

Glicemia pods-prandial: 1 hora
= 180mg/dL: Diabetes Gestacional

Glicemia pos-prandial: 2 hora
2 153mg/dL: Diabetes Gestacional

FIGURA 2 - FLUXOGRAMA DOS NOVOS CRITERIOS PARA O DIAGNOSTICO DO

DIABETES MANIFESTO E DIABETES GESTACIONAL

De acordo com o0s novos critérios para o diagndéstico do diabetes manifesto e
gestacional, na primeira consulta pré-natal, a gestante fara o exame da glicemia em
jejum (12 etapa) e dependendo dos valores desta glicemia, a gestante podera
apresentar o diabetes manifesto (=126mg/dL), que é caracterizado como uma diabetes
pré-gestacional, ou diabetes gestacional (92 mg/dL < glicemia < 126mg/dL) ou a
paciente pode apresentar uma glicemia normal (<92 mg/dL). Se o resultado apontar
para uma glicemia normal, a gestante deverd entre a 242-282 semanas de gestacéo,
realizar o teste oral de tolerancia a glicose (75g) (22 etapa), no qual é determinado a
glicemia de jejum e a glicemia no tempo de 1 e 2 horas ap0s a ingestao da solugéo de
glicose 75g. Os mesmos valores da glicemia em jejum da 12 etapa sédo considerados
na 22 etapa. Os valores de glicemia pés-prandial de 1 hora e 2 horas que caracterizam
o diagnéstico para o diabetes gestacional sdo =180mg/dL ou 2153mg/dL (IADPSG,
2010; ADA, 2013).

O protocolo da IADPSG para o rastreamento do diabetes gestacional foi
elaborado com a participacao de varias organizacfes obstétricas e de diabetes, mas
nao é universalmente aceito. A Associacdo Canadense de Diabetes, por exemplo,

recomenda que seja realizada uma triagem utilizando o TOTG com 50g de glicose e
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para o diagnostico, recomenda o TOTG utilizando 759 de glicose onde os valores de
corte sdo: glicemia de jejum = 90mg/dL, glicemia apés 1 hora = 180mg/dL e 2 horas
> 162mg/dL, sendo que um valor acima dos limites é suficiente para o diagnéstico
(CHENG; LAU, 2013).

3.2.2 Tratamento do Diabetes Gestacional

Toda gestante deve receber orientagdes nutricionais com o objetivo de ter
um ganho de peso apropriado, ingestdo nutricional adequada para suprir as
necessidades da gestante e do bebé e manter os niveis esperados normais de
glicemia para a gestacdo. Além disso, a pratica de atividade fisica deve ser
incentivada a menos que exista alguma contraindicacdo (CHENG; LAU, 2013).

O tratamento de primeira escolha para o diabetes gestacional consiste em
dieta com reducao caldrica balanceada, caso este tratamento falhe e a gestante néo
atinja os niveis normais de glicemia em até duas semanas, indica-se a aplicacdo da
terapia farmacolégica (FARACI et al., 2011).

A glibenclamida, que atua estimulando a producédo da insulina na célula
pancreatica, tem se mostrado como uma alternativa segura e eficaz para o
tratamento do diabetes gestacional (KREMER; DUFF, 2004) e possui a vantagem de
nao atravessar a barreira placentaria (ELLIOTT et al., 1994). Um estudo recente
mostrou que a glibenclamida é tdo eficiente quanto a insulina para o controle
glicémico no diabetes gestacional (TEMPE; MAYANGLAMBAM, 2013).

A metformina, que atua aumentando a sensibilidade periférica a insulina e a
utilizacdo celular de glicose, inibindo a gliconeogénese hepatica e retardando a
reabsorcéo intestinal de glicose, também tem se mostrado eficaz no controle da
hiperglicemia no diabetes gestacional (LAUTATZIS; GOULIS; VRONTAKIS, 2013;
MESDAGHINIA et al., 2013). Quando comparada com a glibenclamida, a metformina
mostrou um menor ganho de peso para a gestante e baixa frequéncia de
hipoglicemia neonatal (SPAULONCI et al., 2013). A metformina atravessa a barreira
placentaria (HUGHES et al.,, 2006), mas ainda faz-se necessario estudos com
tamanho amostral maior e um acompanhamento dos recém nascidos por um longo
periodo de tempo para avaliar os efeitos a longo prazo (MESDAGHINIA et al., 2013).

O uso da terapia com insulina subcutanea é utilizada em aproximadamente

30% dos casos de gestantes com diabetes gestacional que precisam de tratamento
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farmacolégico. No entanto, a terapia com insulina subcutanea esta frequentemente
associada a episodios de hipoglicemia e ganho de peso, além do alto custo e
requerimento de tratamento especializado (FARACI et al.,, 2011; CHENG; LAU,
2013).

Em sintese, ainda ndo existe um consenso sobre o tratamento farmacoldgico
para o diabetes gestacional. A Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD) sugere a
insulina como tratamento farmacoldgico padrdo, o National Institute for Health and
Clinical Excellence (NICE) recomenda o uso de metformina e a International
Diabetes Federation (IDF) indica a metformina e a glibenclamida como opc¢éao
(WEINERT et al., 2011).

Em relacdo as pacientes diagnosticadas com diabetes gestacional, a
Associacdo Americana de Diabetes (ADA, 2014) recomenda que estas mulheres
sejam avaliadas entre 6 a 12 semanas ap0s 0 parto, para verificar se o diabetes
persiste. Caso ndo haja persisténcia, essas mulheres deverdo monitorar a glicemia
ao longo da vida, pelo menos a cada 3 anos, para averiguar a possibilidade do

desenvolvimento de diabetes ou pré diabetes.

3.3 ASPECTOS MOLECULARES RELACIONADOS AO DIABETES

A busca por novos biomarcadores que possam ser utilizados para obtencao
de um diagndstico precoce e preciso, no monitoramento do tratamento e progressao
da doenca, tem se tornado um do focos principais a ser alcangcado pela comunidade
cientifica (SCHLEINITZ; DISTEFANO; KOVACS, 2011). Neste contexo, os estudos
de associacdo gendmica tornaram-se uma ferramenta importante para descobrir as
bases genéticas das doencas nos seres humanos (RISCH; MERIKANGAS, 1996) e
muitos polimorfismos de Unico nucleotideo (SNPs) foram descritos em estar
associados aos diferentes tipos de diabetes (DAIMON et al., 2005; ANGEL et al.,
2009; BURACZYNSKA et al., 2011).

3.3.1 Polimorfismos de unico nucleotideo (SNPs)
Os polimorfismos de Unico nucleotideo ou SNPs (single nucleotide

polymorphisms) sdo a forma mais abundande de variagbes genéticas nos seres

humanos, representam uma posicao no DNA em que duas, ou em alguns casos
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mais que duas bases ocorrem alternadamente com uma frequéncia consideravel
(>1%) (RISCH; MERIKANGAS, 1996). A estimativa da ocorréncia dos SNPs é de
aproximadamente 1 a cada 100-300 bases no genoma humano (THE 1000
GENOMES PROJECT CONSORTIUM, 2010).

Os polimorfismos podem ocorrer em diferentes sitios do DNA e podem
produzir alteracdes fenotipicas. Polimorfismos que ocorrem em uma regido génica
gue promova a alteracdo da estrutura ou a funcao da proteina codificada por este
gene, sé@o a causa das principais doencas monogénicas conhecidas, que podem ser
de caracteristica dominante ou recessiva. Esses polimorfismos s@o geralmente
avaliados com o interesse no diagnostico de patologias de origem genética
(SYVANEN, 2001). Alguns polimorfismos alteram a estrutura priméaria das proteinas
envolvidas no metabolismo das drogas e podem ser alvos de analises
farmacogenéticas (EVANS; RELLING, 1999). Outros polimorfimos estdo associados
com fatores de risco ou protecdo para diferentes patologias. No entanto, a maioria
dos polimorfismos conhecidos ocorrem em regido nao codificadora e ndo tem
impacto direto no fendétipo do individuo, estas variacbes genéticas sao Uteis para
estudos evolutivos das populagdes (RISCH; MERIKANGAS, 1996).

O interesse na pesquisa de polimorfismos genéticos esta atrelado a busca
de marcadores para identificar genes que predispdem os individuos a doencas
multifatoriais como o diabetes (SYVANEN, 2001). Nos ultimos anos, muitos
polimorfismos foram descritos associados aos diferentes tipos de diabetes (TANG et
al., 2012; YANG et al., 2012; ZHANG, C. et al., 2013).

3.3.2 Polimorfismos associados ao diabetes gestacional

Mulheres com diabetes gestacional apresentam caracteristicas fisioldgicas e
genéticas similares as encontradas no diabetes fora da gravidez, e néo
surpreendentemente, as mulheres com DMG possuem maior risco em desenvolver
DM2 apds a gestacdo. Portanto, estudar DMG € uma boa maneira de estudar
patogénese precoce do diabetes e possivelmente, desenvolver um tratamento para
a doenca. No entanto, enquanto os estudos genéticos sobre DM2 sdo muito
robustos, ha relativamente poucos estudos genéticos para o DMG (CHO et al., 2009;
ZHANG, C. et al., 2013).
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KWAK e colaboradores (2012) avaliaram polimorfismos (SNPs) associados
ao diabetes tipo 2 em mulheres com diabetes gestacional e concluiram que dentre
0S genes associados ao diabetes tipo 2, aqueles que s&o conhecidos por regular a
funcdo da célula p (CDKAL1l, MTNR1B, IGF2BP2, CDKN2A/2B, SLC30A8, IDE,
KCNQ1 e CENTDZ2) foram preferencialmente associados ao diabetes gestacional,
enquanto que genes associados a resisténcia a insulina como (FTO, PPARG, IRS1,
KLF14 e GCKR), ndo foram significativamente associados ao diabetes gestacional.
Portanto, o defeito da célula p em compensar o aumento da resisténcia a insulina na
gestacdo pode ser o principal efeito fisiopatolégico do diabetes gestacional (KWAK
et al., 2012).

Zhang e colaboradores realizaram recentemente uma revisdo sistematica e
identificaram polimorfismos em 7 genes significativamente associados com maior
risco de diabetes gestacional. Dentre eles, 5 estédo relacionados com a funcdo da
células B. Os polimorfismos e genes identificados neste estudo foram: rs7903146 e
rs12255372 (TCF7L2), 1799884 (GCK), rs5219 (KCNJ11), rs7754840 (CDKAL1),
rs4402960 (IGF2BP2), rs10830963 e 1387153 (MTNR1B) e 1801278 (IRS1) sendo
gue os polimorfismos no gene TCF7L2 foram os mais fortemente associados
(ZHANG, C. et al., 2013).

Apesar do crescimento deste tipo de estudo nos ultimos anos, impulsionado
pela melhoria das metodologias e pela diminuicdo dos custos para realiza-las, o
conhecimento sobre os I6cus genéticos associados ao diabetes gestacional ainda é
limitado, e mais estudos envolvendo polimorfismos e este subtipo de diabetes sao
necessarios (KWAK et al., 2012).

Neste trabalho foram estudados trés polimorfismos de nucleotideo Unico
(SNPs) que estdo presentes, respectivamente, em trés genes, sendo eles:
rs1007888 (MIF), rs7754840 (CDKALL1) e rs10830963 (MTNR1B).

3.4 GENES SELECIONADOS PARA O ESTUDO DOS POLIMORFISMOS DE
UNICO NUCLEOTIDEO (SNPS)

3.4.1 Gene MIF: fator inibidor da migracdo de macréfago

O gene do fator inibidor da migragdo de macrofago (MIF) esta localizado no

braco longo do cromossomo 22 na posi¢do 22g11.2, e é composto de 3 éxons e 2
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introns (YUAN et al., 2013) (FIGURA 3). Este gene é transcrito para um unico RNA
mensageiro de, aproximadamente 0,8Kb, que codifica para uma proteina néo
glicosilada composta por 114 residuos de aminoacidos, com massa molecular de
12,5kDa e estrutura homotrimérica (CALANDRA; ROGER, 2003).
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FIGURA 3 - LOCALIZA(;AO E ORGANIZA(;AO DO GENE MIF NO

CROMOSSOMO 22

A marcacao em vermelho no cromossomo indica que este gene esta localizado
no braco longo (q) posicdo 11.23. A ampliacdo da regido, mostra que o gene
MIF é composto por 3 éxons e 2 introns e 0 SNP rs 1007888, alvo do presente
estudo, esta localizado a uma distancia de 3807 pares de base (pb) do cddon
de terminacao da traducéo.

Fonte: www.genecards.org. Acesso em 19/11/2013.

O MIF foi uma das primeiras citocinas pro-inflamatérias a ser descrita como
um inibidor de migracdo de macrofagos em teste realizados in vitro (DAVID, 1966).
Inicialmente, MIF era considerado um fator soluvel liberado apenas pelos linfocitos
T. No entanto, ao contrario da maioria das citocinas, MIF é constitutivamente
expresso em varios tipos de tecidos, como pulméao, pele, tratos gastrointestinal e
urinario (MAASER et al.,, 2002), glandulas enddcrinas, células B pancreaticas,
ovarios, testiculos, hipotalamo, adrenais, pituitaria, células do sistema imune (células
T e B, mondcitos, macrofagos) (CALANDRA et al., 1994), neutréfilos, eosindfilos,
basdéfilos, mastécitos e células dendriticas (MURAKAMI et al., 2002).

MIF tem um papel central como mediador na resposta de imunidade inata e
resposta inflamatéria (CALANDRA; ROGER, 2003). Uma das suas principais

funcBes € recrutar células da resposta imune inata e adaptativa para o local da
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inflamacgéo, bem como amplificar a produgéo de outros mediadores pré inflamatorios
como, Interleucinas, Interferon-y, Fator de necrose tumoral-a e Oxido Nitrico
(CALANDRA; ROGER, 2003).

Além do seu conhecido papel em respostas imunes, MIF influencia o
metabolismo da glicose, afetando a producédo da insulina nas células 3 pancreaticas,
bem como, as células-alvos deste hormoénio (WAEBER et al., 1999). A proteina MIF
€ produzida nas células B e colocalizada com a insulina nos granulos secretérios
(WAEBER et al., 1997; WAEBER et al., 1999). A expressao de MIF nas células B e
seus niveis plasmaticos seguem o ritmo circadiano, com elevados niveis durante o
dia (PETROVSKY et al., 2003; ALLAMAN-PILLET et al., 2004).

De acordo com Waeber e colaboradores (1997), a expressao do gene MIF,
nas células p pancreaticas, é regulada por concentracdes de glicose extracelular e,
como a insulina, altas concentracbes de glicose, elevam a concentracdo de MIF
nestas células. Além disso, a funcdo de MIF nas células pancreaticas seria
potencializar a secre¢cdo de insulina por meio de uma ativacdo autdcrina positiva
(PLAISANCE et al., 2002). No entanto, o papel de MIF nas células B pancreaticas
nao se restringe apenas as condicbes de homeostasia fisioldégica, MIF também é
participante ativo nas disfuncdes destas células (LUE et al.,, 2002; CVETKOVIC,;
STOSIC-GRUJICIC, 2006).

Na patogénese do DM1, MIF pode estar envolvido como um propagador da
inflamacédo autoimune (CVETKOVIC et al.,, 2005). Durante a patogénese do
diabetes, as ilhotas pancreaticas sdo expostas a elevados niveis de citocinas e
outros mediadores inflamatérios que induzem a deterioracdo das células
pancreaticas e a apoptose. Considerando que MIF € uma citocina produzida nas
células B pancreaticas e que atua no inicio e no desenvolvimento de varias doencas
imunoinflamatérias e controla a apoptose, Stojanovic e colaraboradores (2012)
investigaram, in vitro, o papel de MIF na inducdo da apoptose de células
pancreaticas oriundas da linhagem de camundongos MIF-KO, deficiente em gene
MIF. ApoOs incubar por 24 e 48 horas, ilhotas e células pancreaticas de MIF-KO,
observou-se um decréscimo na viabilidade celular comparado ao controle, sugerindo
um potencial papel de MIF na propagacdo da morte das ilhotas pancreaticas
(STOJANOVIC; SAKSIDA; STOSIC-GRUJICIC, 2012). Demais estudos mostraram
gue a incidéncia de DM1 em ratos ndo obesos e nao diabéticos tratados com MIF

recombinante foi altamente aumentada, enquanto a deficiéncia ou inibicdo de MIF
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protegia os ratos do diabetes induzido por estreptozotocina (BOJUNGA et al., 2003;
CVETKOVIC et al., 2005; STOSIC-GRUJICIC et al., 2008).

Estudos com células 8 pancreaticas mostraram uma relagdo do aumento da
expressdo de MIF com a concentracdo elevada de glicose e um aumento na
secrecdo de insulina. Estes resultados sugerem que niveis elevados da proteina MIF
podem ser parte de um mecanismo compensatoério de um inicio de insuficiécia da
célula B ou uma resisténcia da insulina em manter os niveis de insulina, indicando
um aumento no risco para o desenvolvimento do diabetes (VOZAROVA et al., 2002;
HERDER et al., 2008).

Estudos tém mostrado a relagéo entre MIF e DM2 (YABUNAKA et al., 2000;
HERDER et al., 2006; HERDER et al., 2008). Vozarova e colaboradores (2002)
avaliaram a concentracdo de MIF no plasma de indianos Pima que apresentam
elevada propenséo para o desenvolvimento de DM2. Os resultados indicaram que
as concentracdes plasmaticas da proteina MIF bem como a resisténcia a insulina
foram maiores no grupo de indianos Pima quando comparados com o grupo controle
(caucasianos nao diabéticos) (VOZAROVA et al., 2002). A concentracéo da proteina
MIF também foi significativamente maior em pacientes com diabetes tipo 2 em
relacdo a um grupo de individuos saudaveis (HERDER et al., 2006).

Apesar das evidéncias da relacdo entre o Fator Inibidor da Migracdo de
Macrofagos, MIF, e o diabetes, poucos trabalhos envolvendo polimorfismos no gene
MIF com amostras de pacientes diabéticos foram realizados. Herder e colaboradores
(2008) mostraram que e a presenca do alelo G no polimorfismo rs1007888,
localizado a uma distancia de 3807 pares de base (pb) do cédon de terminacéo da
traducdo, esta associada a elevadas concentracfes da proteina MIF, porém o
mecanismo pelo qual isto ocorre ndo € conhecido (HERDER et al., 2008).

Em 2011, Aslani e colaboradores foram os primeiros a detectar associacao
do polimorfismo rs1007888 com o risco para o desenvolvimento do diabetes
gestacional, em uma populacdo iraniana (ASLANI et al., 2011). Zhan e
colaboradores (2013) também detectaram associacdo entre o rs1007888 com o
diabetes gestacional em um estudo realizada com mulheres chinesas (ZHAN et al.,
2013). Porém, outros estudos com outras populacdes sdo necessarios para melhor

avaliar esta associacao.
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3.4.2 Gene MTNR1B: Receptor de melatonina tipo 1B

O gene MTNRI1B esta localizado no cromossomo 11 posicdo 21-g22
(NAGORNY; LYSSENKO, 2012) (FIGURA 4). Este gene expressa um dos
receptores de melatonina (MTNR1B) (LIU, C. et al., 2010).
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CROMOSSOMO 11

A marcacdo em vermelho no cromossomo indica que o gene MTNR1B esti
localizado no braco longo (q) posicdo 21. A ampliacdo da regido mostra que o
gene MTNR1B é composto por 2 éxons 1 intron e o SNP rs 100830963, alvo do

presente estudo, esta localizado no intron. Fonte: www.genecards.org. Acesso em
19/11/2013.

A melatonina € um horménio secretado predominantemente pela glandula
pineal, mas também € produzido pelas células neuroenddécrinas da retina, trato
gastrointestinal e pancreas (KVETNOY, 1999). A funcdo da glandula pineal é
sinalizar para o meio interno, se € dia ou noite no meio exterior, via producao e
secrecdo da melatonina (DUBOCOVICH, 2010). A producdo de melatonina é baixa
durante o dia e elevada durante a noite, sendo que pico dos niveis circulantes de
melatonina é aproximadamente 200pg/mL durante o periodo noturno e diminui para
10 pg/mL durante o dia (ARENDT, 1998). Aproximadamente 70% da melatonina no
sangue encontra-se ligada a albumina (MORIN et al., 1997).

A luz é o fator mais importante na regulacdo da sintese da melatonina
(FIGURA 5) (ZEE; MANTHENA, 2007). No periodo diurno, a luz provoca impulsos
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luminosos excitando os neurbnios da retina que fazem conexdo com o nucleo
supraquiasmatico, do qual partem projecdes gabaérgicas inibitérias para o nucleo
paraventricular. As fibras eferentes do nucleo paraventricular fazem sinapses com
neurdnios pré-ganglionares simpaticos da medula espinhal. Estes se conectam a
neurbnios pés-ganglionares simpéaticos do ganglio cervical superior que por sua vez
enviam fibras noradrenérgicas a glandula pineal (ZEE; MANTHENA, 2007). Na
glandula pineal, o reconhecimento da noradrenalina pelos receptores
noradrenérgicos, eleva o AMP ciclico nos pinealécitos que induzem a sintese de
melatonina (SCHEER; CZEISLER, 2005). Portanto, o horménio melatonina atua no
controle do ritmo circadiano, modulando uma séria de fun¢des neuroenddcrinas,
como sono-vigilia, atividade reprodutora e atividade metabdlica (SCHEER,;
CZEISLER, 2005).
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FIGURAS - REGULAQAO DA SINTESE DE MELATONINA PELA GLANDULA
PINEAL

O relégio circadiano no ndcleo supraquiasmatico (NSQ) é controlada por
fotorreceptores da retina que sdo ativados pela luz. O sinal passa para o nucleo
paraventricular (NPV), rombencéfalo, medula espinhal, ganglio cervical superior (GCS)
para receptores noradrenérgicos (NA) presentes nos pinealdcitos. A seratonina N acetil
transferase (NAT) é a enzima que participa da etapa limitante da sintese de melatonina
e esta aumentada cerda de 30 a 70 vezes durante a noite devido a estimulagdo
noradrenérgica. Adaptado de (SCHEER; CZEISLER, 2005).
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Em mamiferos, existem dois receptores funcionais da melatonina, o
MTNR1A e MTNRI1B, que apresentam 60% de homologia (REPPERT; WEAVER,;
GODSON, 1996). A maioria dos receptores estdo presentes no cérebro, sendo o
MTNR1A mais abundante do que o MTNRI1B. Estes receptores de melatonina
também estdo presentes nas ilhotas de Langherans, com MTNR1B predominando
nas células B, enquanto MTNR1A localiza-se nas células a pancreaticas
(RAMRACHEYA et al., 2008)

Os receptores MTNR1A e MTNR1B sdo membros da familia de receptores
acoplados a proteina G, especificamente a proteina G inibitoria (FIGURA 6) (PANDI-
PERUMAL et al., 2008). A resposta da ocupacao dos receptores de melatonina € a
inibicAo da adenilato ciclase e consequente queda na concentracdo celular dos
niveis de AMP ciclico (VON GALL; STEHLE; WEAVER, 2002). Nas células £
pancreaticas, ambos o0s receptores também sinalizam para a via inibitéria da
proteina G, 0 que acarreta na reducdo da secrecdo da insulina e umas hipéteses
seria a diminuicdo da expressdo dos hormoénios incretinas, GLP-1(peptideo
semelhante ao glucagon 1) e GIP (peptideo tropico insulinico dependente de glicose)
gue atuam no estimulo a secrec¢éo da insulina (LYSSENKO et al., 2009). Além desta
via, MTNR1A ocupado pela melatonina sinaliza a ativacdo da fosfolipase C, via
proteina G, acarretando no aumento dos niveis de calcio ionizado e
consequentemente na secrec¢ao da insulina. J& o MTNR1B ocupado por melatonina
sinaliza a inibicdo da formacédo de GMPc e consequentemente reduz a secrecao das

vesiculas de insulina pelas células B pancreaticas (DUBOCOVICH et al., 2010).


http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=GLP-1&action=edit&redlink=1
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FIGURA 6 - SINALIZACAO DE RECEPTORES DA MELATONINA EM CELULAS
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Ambos os receptores (MTNR1A e MTNR1B) de melatonina (Mel) sdo expressos em
células B do pancreas e sinalizam para a via inibitoria da proteina G (Gi), que inativa a
adenilato-ciclase, reduzindo os niveis de AMPc na célula resultando na reducdo da
secrecdo de insulina. Este efeito é resultado, principalmente, de sinalizagdo MTNR1A.
A sinalizacdo MTNR1B inibe a formacdo de GMPc com consequente reducdo da
secrecdo de insulina em células beta do pancreas. Adaptado de (DUBOCOVICH et al.,
2010).

Estudos sobre a interacao funcional do horménio melatonina, via receptores
MTNR1A e MTNR1B, sobre o metabolismo da glicose, mostram que a melatonina
diminui a secrecdo de insulina das células B pancreaticas (BAZWINSKY-
WUTSCHKE et al., 2014) e consequentemente este horménio esta envolvido na
patogénese do diabetes mellitus. A comparacédo entre os niveis de RNAm dos genes
MTNR1A e MTNR1B indicou que pacientes com DM2 apresentavam uma elevada
expressdo de RNAmM quando comparado com individuos saudaveis e que a
expressao relativa para o receptor MTNR1A foi de 12.8 e para MTNR1B foi de 28.8
vezes maior em individuos com DM2 em relacdo aos individuos saudaveis
(PESCHKE et al., 2007). Elevados niveis de expressdao de RNAm de MTNR1B
também foram detectados em grupos de risco para o DM2 (LYSSENKO et al., 2009).

Além disso, estudos amplos do genoma tém mostrado que variacdes no
gene do MTNR1B estdo associadas com o risco para o desenvolvimento do DM2 e
com o DM2 propriamente dito (STAIGER et al., 2008; LYSSENKO et al., 2009;
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PROKOPENKO et al., 2009). O polimorfismo rs10830963 se mostrou associado ao
diabetes tipo 2 (SPARSO et al., 2009; OLSSON et al., 2011). Em uma recente meta-
andlise incluindo 18 artigos envolvendo 227.436 individuos, o alelo G do
polimorfismo rs10830963 foi significativamente associado ao aumento do risco de
diabetes tipo 2 (WANG, H. et al., 2013).

Devido ao fato do diabetes gestacional compartilhar caracteristicas
fisiopatologicas com o diabetes tipo 2, o polimorfismo rs10830963 foi avaliado e se
mostrou associado ao diabetes gestacional em diferentes popula¢des, porém outros
estudos em diferentes populacdes, sao relevantes para melhor avaliar esta
associacgao (LI, C. et al., 2013; VLASSI et al., 2012; KIM et al., 2013).

3.4.3 Gene CDKALL: quinase 1 dependente de ciclina
Este gene esta localizado no cromossomo 6p22.3 (FIGURA 7) e abrange

697.948 pares de bases que codificam para proteina CDKAL1 de 65 kD (DEHWAH;
WANG; HUANG, 2010).
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CROMOSSOMO 6.

A marcacdo vermelha no cromossomo indica que este gene esta localizado no
braco curto (p) posicao 22.3. A ampliagdo da regido, mostra que o gene CDKAL1
€ composto por 14 éxons e 13 introns e o SNP rs1007888, alvo do presente
estudo, est4 localizado no intron 5.

Fonte: www.genecards.org. Acesso em 19/11/2013.
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As proteinas quinases dependentes de ciclina (CDK) tém como principal
funcdo a atuacdo no ciclo celular, promovendo a progresséo para a replicacao do
DNA. Estas enzimas sao controladas por associa¢fes transitérias com subunidades
reguladoras de ciclina, ligacbes com polipeptideos inibitérios e reacdes reversiveis
de fosforilagdo (MORGAN, 1997). Complexos de CDK-ciclina fosforilam proteinas
necessarias para a ativacao de genes envolvidos na sintese do DNA, bem como de
componentes da maquinaria de replicacdo do DNA. Subsequentemente, um
conjunto diferente de complexos de CDK-ciclina, desencadeia a fosforilagdo de
varias proteinas para promover as reorganiza¢cfes estruturais que acompanham a
entrada de células em mitose (NIGG, 1995).

A CDK5 é uma CDK atipica, que ndo tem funcéo no ciclo celular, a atuacao
da CDK5 é na cito arquitetura do sistema nervoso central. No cérebro, a CDK5 esta
envolvida no desenvolvimento neuronal e na neurogénese e defeitos na sua
regulacdo levam a doencas como Alzheimer e mal de Parkinson (JESSBERGER et
al., 2009).

Ubeda e colaboradores mostraram que a CDK5 e o seu ativador p35
também sdo expressos nas células p pancreaticas produtoras de insulina (UBEDA;
KEMP; HABENER, 2004). Ainda no trabalho de Ubeda, foi constatado que a
hiperglicemia leva aumento da concentracdo de RNAmM e da proteina p35, que
proporciona maior atividade do complexo p35/CDK5. A CDK5 ativada por p35
aumenta a secrecao da insulina nas células B pancreaticas (WEI et al., 2005).

A funcao da proteina codificada pelo gene CDKAL1 é desconhecida, porém
sabe-se que esta proteina apresenta similaridade com a proteina 1 associada a
subunidade regulatéria de CDK5, a qual é codificada pelo gene CDK5RAP1
(DEHWAH; WANG; HUANG, 2010). A CDK5RAPL1 é expressa no tecido neuronal e
tem funcéo de inibir a atividade de CDK5 (CHING et al., 2002). Portanto, a CDKAL1
tem sido relatada como um inibidor da CDK5, a qual é expressa nas células
pancreaticas e tem a funcdo de regular a liberacdo de insulina. Estudos mostram
uma correlacao direta com a diminuicdo dos niveis de insulina e a expressao de
CDKS5 (DAVAL et al., 2011).

O polimorfismo no gene CDKAL1 rs7754840 foi encontrado associado ao
diabetes tipo 2 em diferentes populacfes (SCOTT et al., 2007; STANCAKOVA et al.,
2008). Devido a forte correlagdo genética entre o diabetes tipo 2 e o diabetes

gestacional, é interessante avaliar este polimorfismo com o diabetes gestacional.
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Kwak e colaboradores (2012) realizaram um estudo e concluiram que existe
correlacdo do polimorfismo rs7754840 neste gene, com o diabetes gestacional em
uma populagdo Koreana. Porém, mais estudos com outras populacbes sao
necessarios (KWAK et al., 2012).

3.5 PRODUTOS DE GLICACAO AVANCADA (AGES)

As proteinas humanas estdo sujeitas as modificacdes pds traducionais ao
longo do tempo e estas modificacdes podem alterar suas propriedades estruturais e
biolégicas provocando danos ao organismo. Dentre as reacfes responsaveis pelas
modificacbes de proteinas, a glicacdo é a mais frequente e mais importante do ponto
de vista biologico (JAISSON; GILLERY, 2010).

Além das proteinas, os lipidios e acidos nucléicos podem sofrer glicacao
dando origem aos chamados produtos de glicagdo avancada, os AGEs (do inglés,
Advanced Glycation End-Products). Esta reacdo acontece progressivamente de
maneira fisiologica durante o envelhecimento, mas € intensificada em condicdes de
hiperglicemia e estresse oxidativo (JAISSON; GILLERY, 2010).

A interacdo de AGEs com receptores celulares, como o RAGE (do inglés,
Receptor for Advanced Glycation End-products), desencadeia processos pro-
inflamatorios e pro-coagulantes que geram estresse oxidativo e disfuncdo endotelial,
gue por sua vez, estdo associados a condi¢cbes patoldégicas como a hipertenséao,
complicacbes micro e macrovasculares do diabetes, problemas cardiovasculares,
nefropatia e a retinopatia (SINGH et al., 2001; KOYAMA et al., 2008; YAMAGISHI et
al., 2012).

3.5.1 Formacéo dos AGEs

A reacdo de glicacdo ou reacdo de Maillard tem inicio quando os
grupamentos aldeido ou cetona de acucares redutores reagem com grupamento
amino das proteinas, formando uma base instavel denominada de base de Schiff. A
Figura 8 ilustra as etapas da reacédo de Maillard com formacéo de diferentes AGEs.
A base de Schiff para se tornar uma estrutura quimicamente mais estavel, sofre um
rearranjo dando origem a uma estrutura denominada de produtos de Amadori, a

hemoglobina glicada e a frutosamina sdo exemplos destes produtos. Os produtos de
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Amadori sofrem uma série de reacles irreversiveis incluindo fragmentacao,
ciclizacdo e oxidacéo, dando origem aos produtos de glicacdo avancada (BASTA,;
SCHMIDT; DE CATERINA, 2004).

Alguns AGEs sao formados de maneira independente através de reacdes
envolvendo compostos di-carbonilicos reativos como o glioxal, metilglioxal e 3-
deoxiglicosona. Estes compostos podem ser produzidos no meio intracelular através
da auto-oxidacéo da glicose. Portanto, os AGEs podem ser formados tanto no meio
intra como no meio extracelular (BROWNLEE, 2001).
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FIGURA 8 - REPRESEN'I:AQAO ESQUEMATICA DA REAQAQ DE GLICACAO
E FORMACAO DE PRODUTOS DE GLICACAO AVANCADA
(AGESs).

Residuos (-NH,) de lisina (K) e arginina (R) de proteinas reagem de forma néo
enzimatica com carboidratos resultando na formacdo dos produtos de glicacdo

avancada (AGEs).
I. Ligacdo do grupamento aldeido da glicose com grupamento amino dos
amino@cidos Lisina e Arginina. Il. Formacgéo da base de Schiff, Ill. Produtos de

Amadori. Compostos dicarbonilicos reativos como: V. Glioxal. V. Metil Glioxal. VI.
3-deoxi-glicosone, também sofrem rea¢des dando origem aos AGEs. VII MOLD.
VIII GOLD. IX. Pirralina. X. Imidazolona A, X.I Pentosidina. Xll. Carboximetilisina,
X1l Vesperlisina A, XIV. Argpirimidina, XV. Carboxietilisina. Fonte: o Autor, 2013.
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Além da formagcdo enddgena de AGEs, existem fontes exdgenas que
contribuem para um aumento da sua concentragdo nos organismos. A dieta, o
tabaco e a poluicdo do ar sdo exemplos destes fatores (CERAMI et al., 1997; SINGH
et al.,, 2001; GURSINSKY et al., 2006). Dietas ricas em AGEs podem contribuir de
maneira significativa para um aumento dos AGEs circulantes (LIN, R. Y. et al., 2003;
CAl et al., 2008). Estima-se que 10% dos AGEs ingeridos na dieta sejam absorvidos
e um terco do que foi absorvido € eliminado pelos rins na urina (KOSCHINSKY et al.,
1997).

Altas concentracdes de AGEs foram encontradas em alimentos de origem
animal, ricos em gorduras e proteinas em comparacdo com legumes, cereais
integrais e leite, que sdo alimentos ricos em carboidratos. Alguns métodos de
preparacdo como: grelhar, fritar, assar e cozinhar por longo periodo de tempo,
favorecem a formagéo de AGEs nos alimentos (URIBARRI et al., 2010).

3.5.2 Mecanismo de acdo dos AGEs

Os AGEs exercem efeitos patolégicos atraves de diferentes mecanismos que
podem ser divididos em extracelulares e intracelulares (SCHMIDT et al., 1994). No
meio extracelular, os AGEs podem promover uma série de modificacbes na matriz
extracelular modificando a sinalizacdo entre a matriz e a célula. As proteinas,
principalmente as de longa vida, como colageno e laminina podem ter suas funcdes
alteradas pelos AGEs através da formacdo de ligacbes cruzadas e interagirem
anormalmente com outros componentes da matriz, estando relacionado com o
processo de envelhecimento e rigidez da vasculatura (SCHMIDT et al., 1994). No
meio intracelular, os AGEs podem provocar alteracbes genbmicas por meio de
ligacbes com nucleotideos, histonas e proteinas envolvidas no processo de
transcricdo génica (BROWNLEE, 2001).

As proteinas plasmaticas modificadas por AGEs se ligam a receptores de
AGEs, gerando um aumento na producéo de citocinas inflamatérias (BROWNLEE,
2001).
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3.5.3 Receptores para os AGEs

Dentre a variedade de receptores de AGEs que tem sido descrito na
literatura, o receptor RAGE € o melhor caracterizado bem como os efeitos
proporcionados pela ligacdo dos AGEs a este receptor (TAKEUCHI; TAKINO;
YAMAGISHI, 2010).

Os receptores RAGE sao expressos em uma grande quantidade de células e
tecidos como pulméo, figado, endotélio vascular, mondcitos, neurdnios e células
dendriticas (LIN, L.; PARK; LAKATTA, 2009). Sua expressao € regulada
positivamente pela presenca de AGEs como um mecanismo de feedback positivo
(NEEPER et al., 1992). Este mecanismo pode contribuir para o desenvolvimento de
patologias associadas a inflamacéo cronica (LIN, L.; PARK; LAKATTA, 2009).

Aléem do RAGE expresso na superficie das ceélulas, varias isoformas tem
sido descritas, principalmente a forma soluvel encontrada no plasma, denominada
de sRAGE. O sRAGE parece ter maior facilidade em fixar ligantes que o RAGE e
desempenhar um papel de antagonista dos AGEs, por competir com o receptor da
membrana celular, evitando assim os efeitos deletérios da sinalizacdo mediada por
RAGE (HANFORD et al., 2004; BUCKLEY; EHRHARDT, 2010).

A interacdo dos AGEs com o RAGE promove a ativacdo de uma série de
produtos de transcricdo que levam a producéo de citocinas inflamataorias, incluindo a
transcricdo do fator nuclear kB (NF-kB), o qual possui uma forte atividade pré
inflamatoria amplamente descrita na literatura (GOLDIN et al., 2006; OLIVEIRA et
al., 2013).

3.5.4 AGEs como biomarcadores de patologias

Os AGEs tém sido associados a varias patologias, dentre elas o Alzheimer
(THOME et al., 1996), a artrite reumatoide (MATSUMOTO et al., 2007) e a
insuficiéncia cardiaca (WILLEMSEN et al., 2012), além do diabetes.

A hiperglicemia crénica do Diabetes mellitus favorece a formacédo de AGEs,
gue se acumulam na maior parte dos sitios alvo das complicacdes vasculares do
diabetes, como os rins, a retina e a placa aterosclerotica. Concentracdes elevadas
de pentosidina, um AGE fluorescente, tém sido encontradas em pacientes com

doenca renal (GOH; COOPER, 2008). A excrecdo renal é a principal via de
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eliminagdo dos AGEs, portanto os danos renais contribuem para o aumento da
concentragdo de AGEs circulantes que, interagindo com o RAGE ativariam
processos envolvidos na disfuncdo endotelial vascular (GOH; COOPER, 2008;
KERKENI et al., 2013).

Concentracfes diminuidas de sRAGE (RAGE soluvel) no soro de pacientes
com nefropatia diabética foram correlacionadas com aumento da excrecdo de
albumina na urina, sugerindo que sRAGE pode ser um marcador precoce para esta
patologia (HUMPERT et al., 2006).

A glicacdo também est4d implicada em doencas neurolégicas e
neurodegenerativas desempenhando, em alguns casos, um papel chave na
patogénese destas doencas e, em outros casos, atuando como coadjuvante de
alteracdes degenerativas e acumulacdo de proteina. O tempo de meia vida longo
das proteinas que compdem os emaranhados neurofibrilares no cérebro, sugerem
gue este tecido pode ser alvo dos AGEs (SATO et al., 2006).

A doenca de Alzheimer é caracterizada pelo acumulo de placas amiloides no
cérebro e por uma deméncia progressiva de seus portadores. O tempo de meia vida
dos componentes amildides estdo prolongados na presenca de AGEs e sugere-se
gue este efeito é resultante da capacidade de alguns AGEs promoverem crosslink
de proteinas (VITEK et al., 1994). Além disso, existem evidéncias que a progressao
da doenca de Alzheimer é induzida pelo grande numero de citocinas pro-
inflamatorias expressas através da ligacdo de AGEs, principalmente os derivados de
gliceraldeido, com seu receptor RAGE (SATO et al., 2006). Portanto, os AGEs
derivados de gliceraldeido foram sugeridos como promissores biomarcadores
precoces para a doenca de Alzheimer (YAMAGISHI et al., 2005).

Os AGEs também estdo associados a doencas que envolvem processo
inflamatorio crénico, como a artrite reumatoéide. As concentracdes séricas de AGEs
estdo elevadas em pacientes com esta condicdo (RODRIGUEZ-GARCIA;
REQUENA; RODRIGUEZ-SEGADE, 1998; CHEN, J. R. et al., 1999; DE GROOT et
al., 2011). A concentracao de AGEs no soro de pacientes com artrite reumatdide foi
correlacionada com marcadores inflamatorios, como a proteina C reativa (PCR) e a
velocidade de hemossedimentacdo (VHS), sendo sugerido portanto, como um
biomarcador de processo inflamatério (MIYATA et al.,, 1998) e de atividade da

doenca (TAKAHASHI et al., 1997). Porém, trabalhos recentes mostraram
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discrepancia destes resultados, e a utilizacdo dos AGEs como biomarcadores em
doencas inflamatorias continua incerto (VYTASEK; SEDOVA,; VILIM, 2010).

3.5.5 Alternativas terapéuticas associadas aos AGEs

Um dos primeiros inibidores da formagdo de AGEs identificados foi a
aminoguanidina (BROWNLEE et al., 1986), e desde entéo esta substancia tem se
mostrado eficiente neste contexto, em estudos realizados com animais (HAMMES et
al., 1994; CARVALHO et al.,, 2011). A alta toxicidade desta droga € uma das
principais barreiras para a sua utilizagdo como opcao terapéutica preventiva das
patologias mediadas pelos AGEs (THORNALLEY, 2003).

A piridoxamina & um derivado da vitamina B6 e inibe a formacgéo dos AGEs a
partir das proteinas glicadas (GOH; COOPER, 2008). Estudos com animais
demonstraram que esta substancia inibiu 0 aumento da creatinina plasmatica e da
albuminudria em ratos diabéticos, sugerindo a piridoxamina como promissora no
combate a nefropatia diabética (DEGENHARDT et al., 2002). Estudos clinicos
preliminares envolvendo pacientes com diabetes tipos 1 e 2 mostraram que a
piridoxamina € eficiente no combate a formacdo de AGEs porém, resultados
adversos referentes a seguranca da sua utilizacdo foram observados (WILLIAMS et
al., 2007; CHEN, J. L.; FRANCIS, 2012).

O LR-90 mostrou ser um inibidor da formacdo de AGEs mais potente que a
aminoguanidina e a piridoxamina. Em um estudo com ratos diabéticos foi observado
uma melhora significativa da funcéo renal dos animais tratados com esta substancia
em comparagdo com 0s ratos ndo tratados, utilizando a proteindria e a creatinina
urinaria como marcadores. Além disto, uma diminuicdo dos AGEs plasmaticos foi
verificada. Porém, um aumento de tecido adiposo foi observado entre alguns ratos
gue utilizaram o LR-90 sugerindo que esta substancia possa ter algum outro efeito
metabolico ainda desconhecido (FIGAROLA et al., 2003).

O ALT-711 ou Alagebrium é uma droga em estudo com capacidade de
guebrar as ligacdes cruzadas ja produzidas pelos AGEs em proteinas. Diversos
estudos clinicos estdo em andamento e tem mostrado efeitos promissores
relacionados a doenca vascular e ao diabetes e suas complicacdes (SUSIC et al.,
2004; LITTLE et al., 2005; PEPPA et al., 2006).
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O peptideo semelhante ao glucagon, GLP-1 (do inglés Glucagon-Like
Peptide-1), é um hormonio produzido no intestino que desempenha um papel
importante na homeostase da glicose. Recentemente o GLP-1 tem mostrado ser
uma molécula com potencial terapéutico no manuseio de pacientes com diabetes
tipo 2 por estimular a secrecéo de insulina e inibir a secrecédo do glucagon. Além do
controle glicémico o GLP-1 pode proporcionar protecdo aos efeitos deletérios
ocasionados pelos AGEs através do aumento da defesa antioxidante e do bloqueio
do efeito de feedback positivo dos AGEs na expressdao do RAGE (PUDDU et al.,
2013).

Outras substancias mostraram-se eficientes no combate a formacéo e acéo
dos AGEs por diferentes mecanismos (HAMMES et al.,, 2003; LI et al., 2005;
YAMAGISHI et al.,, 2007). A inibicAo das ligacbes cruzadas entre proteinas
(crosslinks) proporcionadas pelos AGEs é uma das estratégias para a terapia anti-
AGEs e algumas substancias com esta propriedade foram testadas em estudos com
animais. O brometo de fenacil tiazolo, PTB (do inglés, N-Phenacyl Thiazolium
Bromide), diminuiu o acumulo de AGEs nos tecidos (COOPER et al., 2000). O
Alagebrium, também conhecido como ALT-711, se mostrou eficiente na diminuicéo
dos parametros morfolégicos caracteristicos da nefropatia diabética, além de
diminuir a CML no soro em 41% e aumentar em 138% a excrecado urinaria de CML
(PEPPA et al., 2006). O ALT-946 (N-2-Acetamidoethyl hydrozine carboximidamide
hydrochloride) foi sugerido como grande potencial terapéutico para a nefropatia
diabética (FORBES et al., 2001).

Recentemente foi demonstrado que os AGEs derivados do gliceraldeido, séao
0s principais componentes de um grupo denominado de AGEs toxicos (TAGES) e
desempenham um papel importante no desenvolvimento das complicacbes do
diabetes, principalmente através da sua interacdo com receptores RAGE que leva a
um aumento de citocinas pré-inflamatérias e promove o estresse oxidativo em varios
tipos de células. A inibicdo da formacdo de TAGEs e o bloqueio da ligacdo dos
TAGEs com RAGE foram citados como uma nova estratégia terapéutica contra
complica¢Bes do diabetes (TAKEUCHI; TAKINO; YAMAGISHI, 2010).

Existe um esforco da comunidade cientifica em buscar alguma alternativa
terapéutica para os efeitos maléficos proporcionados pelos AGEs nos seres
humanos, a prova disto € a grande variedade de estudos realizados com este

objetivo. Apesar da grande maioria destes estudos estarem em fase pré-clinica, a
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expectativa é de que nos préximos anos antagonistas da formacéo e/ou acdo dos
AGEs sejam utilizados na pratica clinica em doencas associadas com esses
produtos, principalmente o diabetes mellitus (GOH; COOPER, 2008).

3.5.6 Métodos para a deteccdo de AGEs

A elevada heterogeneidade estrutural dos AGEs é um fator que dificulta o
desenvolvimento de um método Unico para este grupo de moléculas. Alguns AGEs
como a carboximetil-lisina (CML) e a pentosidina possuem técnicas bem definidas
para as suas quantificacées. A cromatografia liquida de alta performance (HPLC)
pode ser utilizada para dosar a pentosidina; e a carboximetil-lisina (CML) é
comumente medida atravées da espectrometria de massas. Ensaios
imunoenzimaticos (ELISA) com anticorpos especificos também sé&o utilizadas para
guantificar estes AGEs, em particular a CEL (carboxietil-lisina) e a CML, AGEs de
maior concentracdo no soro (TANEDA; MONNIER, 1994; TEERLINK et al., 2004;
SCHEIJEN et al., 2009).

Alguns AGEs emitem fluorescéncia em comprimentos de onda especificos e
podem ser quantificados através desta propriedade. Métodos que utilizam esta
fluorescéncia estdo bem caracterizados, porém apresentam baixa especificidade em
geral (MAKITA et al., 1992). Recentemente a autofluorescéncia na pele (AF) vem
sendo muito utilizada em pesquisas para quantificar AGEs neste tecido. Ja foi
demonstrada correlacéo positiva entre a AF com as concentracdes de CML, CEL e
pentosidina (MEERWALDT et al., 2004). Esta autofluorescéncia foi demonstrada ser
maior em individuos com presenca de microalbumindria, um indicador de lesao renal
precoce, e disfuncdo endotelial em comparacdo com individuos saudaveis (SKRHA
et al.,, 2013). Diferentes estudos mostraram que a AF é maior em pacientes
diabéticos em comparacdo com néo diabéticos (GERRITS et al., 2008; GENEVIEVE
et al., 2013). Este método tem a vantagem de ser simples, rapido e nao invasivo,
mas passivel de multiplas interferéncias. (BOS; DE RANITZ-GREVEN; DE VALK,
2011; DE RANITZ-GREVEN et al., 2012).

Entre as principais dificuldades na quantificacdo dos AGEs, esta a falta de
um padrao rastreavel e no estabelecimento de um método de referéncia que permita

ancorar e normalizar as diferentes metodologias disponiveis.
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4 MATERIAL E METODOS

Este projeto foi submetido pelo Comité de FEtica em Pesquisa da
Universidade Federal do Parand — Setor de Ciéncias da Saude/SCS e foi aprovado
sob o CAAE: 09664412.4.0000.0101.

41 AMOSTRAS

Para a dosagem de AGESs, o tamanho amostral foi de 442 (n=442) gestantes,
classificadas em gestantes saudaveis (grupo controle normal, n= 217) e gestantes
portadoras de diabetes gestacional (DMG, n=225).

Para os ensaios moleculares de triagem com marcadores genéticos
(genotipagens) foram selecionadas aleatoriamente 282 amostras entre as amostras
em estudo, sendo 141 amostras para o grupo controle e 141 amostras para o grupo
DMG.

Para o polimorfismo rs10830963 do gene MTNR1B, apdés os ensaios de
triagem genotipica, o tamanho amostral foi ampliado para 366 amostras, sendo 183
em cada grupo estudado. O aumento do tamanho amostral de aproximadamente
30% foi realizado para aumentar o poder estatistico e consolidar os resultados
obtidos.

As amostras de sangue das gestantes diabéticas foram obtidas no Hospital de
Clinicas da Universidade Federal do Parana (Unidade de Diabetes do Servico de
Endocrinologia e Metabologia do Hospital de Clinicas da UFPR- SEMPR)
coordenado pela Doutora Roséangela R. Réa. As amostras para o0 grupo controle

foram obtidas no Laboratério Municipal de Curitiba.
4.1.1 Critérios para a caracterizacdo da amostra

Os critérios utilizados para a caracterizacdo dos grupos, descritos na
sequéncia, estdo de acordo com as recomendacdes da Associacdo Americana de

Diabetes (ADA, 2010).

a) Grupo com Diabetes Gestacional (DMG): gestantes apresentando glicemia de

jejum superior a 100mg/dL com posterior confirmagéo através do teste oral de
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tolerancia a glicose (TOTG) com 75g de sobrecarga, apresentando glicemia

superior a 140 mg/dL apos 2 horas a tomada da dose de glicose.

b) Grupo Controle para Diabetes Gestacional: gestantes apresentando glicemia
de jejum inferior a 85mg/dL.

As amostras de sangue (EDTAKj;, Vacutainer, Becton Dickinson) e soro
(Tubo Gel SST® Il Advance, Becton Dickinson) das pacientes foram coletadas,
durante os exames de rotina, conforme o protocolo do servico de atendimento a
gestante, ndo sendo necessaria coleta especifica para o projeto em tela. As
amostras de soro foram separadas e mantidas em freezer a -20°C.

Pacientes que apresentaram insuficiéncia renal e doenca cardiovascular ndo

foram incluidas na amostra (critérios de excluséo).

4.2 EXTRACAO DO DNA

O DNA gendmico, obtido de leucdcitos, foi extraido, com o reagente Blood
Genomic Prep Mini Spin (GE Healthcare, art. 28-9042-65) ou pelo método de salting
out (LAHIRI; NURNBERGER, 1991).

A qualidade do DNA foi avaliada por eletroforese em gel de agarose (1,5 a
2,0%) com identificacdo dos fragmentos com brometo de etideo e fotodocumentado
com camara CCD em sistema BioChemi (UVP). A quantificacdo do DNA genémico
foi realizada por espectrofotometria em 260nm e 280nm (NanoDrop). Amostras com
concentracdo inferior a 20 ng/uL de DNA ou razdo Agso/Azsp menor que 1,7 ou
superior a 2,1, 0 que caracteriza contaminacéo e baixa qualidade da amostra, foram
novamente extraidas até atingirem o padréao estabelecido.

Todas as amostras foram diluidas a uma concentracdo de 100 ng/uL com
agua ultrapura e estocadas em freezer a -20°C. Para as analises de genotipagem
com o sistema TagMan®, as amostras foram diluidas & concentracdo final de 20

ng/uL com agua ultrapura estéril e mantidas em freezer a -20°C.
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4.3 GENOTIPAGENS DOS POLIMORFISMOS SELECIONADOS PARA ESTE
ESTUDO

A TABELA 1 apresenta os polimorfismos estudados neste trabalho e seus

respectivos genes.

TABELA 1 - CARACTERIZACAO DOS POLIMORFISMOS EM ESTUDO

Designacdo Cromossomo Localizagcéo Gene Polimorfismos TagMan
OMIN Posicdo Regiao
153620 20g11.23 3807 pb do MIF rs1007888 G/A C__ 2448251 1
codon de
terminagéo
da traducgéo
600804 11g21-g22 intron 1 MTNR1B rs10830963 C/G C__ 3256858 10
611259 6p22.3 intron 5 CDKAL1 rs7754840 CI/IG C_ 29246232 10

rs: dbrs: reference SNP database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez).
OMIN, Online Mendelian Inheritance in Man®, http://omim.org/
TagMan: sonda especifica para cada polimorfismo

As genotipagens foram realizadas utilizando a PCR em tempo real com
sondas fluorescentes especificas do sistema TagMan® (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA). Este sistema € utilizado para amplificar sequéncias alvo e
simultaneamente gerar um sinal do genétipo (MEIJERMAN et al., 2007).

O sistema TagMan® utiliza dois oligonucletideos especificos (forward e
reverse) para amplificar a regido polimoérfica em estudo. Sondas fluorescentes
especificas TagMan® para os dois alelos em estudo, marcados com fluoréforos VIC
e FAN, estdo ligadas a um silenciador (quencher). Enquanto a sonda néo estiver
ligada ao DNA, o sinal da fluorescéncia é baixo devido a presenca do quencher. A
sonda que anelar no DNA, é clivada pela DNA polimerase e o quencher é liberado,
permitindo que o fluoréforo seja medido e quantificado (SCHLEINITZ; DISTEFANO;
KOVACS, 2011). A Figura 9 mostra a reacdo com sondas fluorescentes de forma

esquematica.
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FIGURA 9 - MECANISMO DA REACAO DA PCR EM TEMPO REAL COM SONDAS
FLUORESCENTES TAQMAN
Sondas (probes), marcadas com os fluoréforos VIC e FAM, ligadas a um silenciador
(quencher), um para cada alelo, desenhadas para anelar especificamente na regido
do polimorfismo (SNP) de interesse, anela no DNA molde. Em paralelo,
oligonucleotideos iniciadores desenhados para amplificar a regido de estudo também
anelam ao DNA molde. Pela acdo exonuclease (5>3’) da polimerase a sonda
anelada ao DNA é clivada, liberando o fluoréforo. Conforme a fluorescéncia emitida,
se identificam os alelos em estudo ou a presenca de ambos (heterozigotos) utilizando
equipamento de PCR com tempo real. Adaptado de (HUI; DELMONTE; RANADE,
2008).

Os experimentos de genotipagem foram realizados no equipamento 7500
Fast™ (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), utilizando-se reagentes (Master
Mix®, SNP GenotypingAssay®) e demais suplementos fornecidos pelo fabricante
(Applied Biosystems). As reacbes, em placas de 96-pocos, foram realizadas em
camara de fluxo laminar para evitar contaminacédo (TABELA 2). A placa foi coberta
com filme especifico e posteriormente centrifugada (centrifuga eppendorf 5810R) por
4 minutos a 4000rpm para remocao de uma eventual formacédo de bolhas no fundo
dos pocos.

Em cada placa foram utilizados dois po¢os como controle negativo, contendo
apenas o Super Master Mix, para avaliar a contaminacdo no sistema. As amostras
do grupo controle e diabéticas foram inseridas nas placas de maneira aleatdria.

Para todas as analises, a qualidade da genotipagem superior a 98%

identificada pelo software do sistema 7500 Fast™.
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TABELA 2 - PROTOCOLO UTILIZADO NAS GENOTIPAGENS COM SONDAS
FLUORESCENTES NA PCR EM TEMPO REAL

REAGENTES VOLUMES

Master Mix®* 3 pL

SNP Genotyping Assay® 0,3 uL

Agua ultrapura 1,7 L

DNA molde (20ng/pL) 1,0 pL

Volume final 6,0uL

CICLAGEM TEMPERATURA - TEMPO

1 ciclo 60°C - 30s

1 ciclo 95°C - 10 min (ativagao polimerase)
95°C - 15 s (desnaturacao)

50 ciclos
60°C 90 s (anelamento/extensao)

1 ciclo 60°C > 30 s

Master Mix®: sistema de reacdo composto pela DNA polimerase, Mg, tamp&o e ativadores,
otimizado para uso com sondas TagMan®. SNP Genotyping Assay , sondas fluorescentes especificas
para genotipagem com os fluoréforos VIC e FAN.

4.4 QUANTIFICACAO DE BIOMARCADORES

A Tabela 3 descreve o0s analitos e métodos para a quantificacdo dos biomarcadores
empregados neste projeto. Os analitos foram quantificados no sistema automatizado
Architect (Abbott Diagnostics), com calibradores e controles obtidos do fabricante do

equipamento.
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TABELA 1 - PRINCIPIOS METODOLOGICOS E REAGENTES PARA DOSAGEM
DOS PARAMETROS BIOQUIMICOS
Dosagem Principio metodologico Reagentes

Uricase, 4-aminoantipirina (4-AAP), .
Abbott Laboratérios do

Acido urico acido 2,4,6-tribromo-3-hidroxibenzdico _
Brasil Ltda.
(TBHB).
_ Abbott Laboratorios do
Albumina Verde de bromocresol

Brasil Ltda.

Enzimético colorimétrico com colesterol .
Abbott Laboratdrios do

Colesterol total esterase, colesterol oxidase e _
_ . _ Brasil Ltda.
peroxidase (Reacé&o de Trinder)
Creatinina Picrato alcalino cinético Biosys Ltda.
_ _ _ Abbott Laboratérios do
Glicemia Hexoquinase U.V. _
Brasil Ltda
o _ Abbott Laboratérios do
HbA1C Imunoturbidimetria )
Brasil Ltda
Ensaio homogéneo enzimatico Labtest Diagnéstica
HDL-colesterol o
colorimétrico S/A.
LDL-colesterol* Célculo pela equacéo de Friedewald V Diretrizes Brasileira
) _ . _ Abbott Laboratérios do
Proteinas Totais Reacéo do Biureto )
Brasil Ltda

Ensaio enzimético com lipase, glicerol .
Abbott Laboratorios do

Triglicérides guinase, glicerol-3-fostato oxidase e _
Brasil Ltda

peroxidase com reacado de Trinder.

Ensaio cinético com urease, glutamato -
Abbott Laboratérios do

Uréia desidrogenase (GLD), nicotinamida- _
Brasil Ltda.

adenina dinucleotideo (NADH).

*LDL-colesterol = Colesterol total — HDL-colesterol — Triglicérides/5

4.5 QUANTIFICACAO DOS PRODUTOS DE GLICACAO AVANCADA
FLUORESCENTES (AGES-F)

A quantificacdo dos AGEs fluorescentes (AGEs-F) foi baseada no método
descrito por Henle e colaboradores (HENLE et al., 1999) e Kalousova e
colaboradores (KALOUSOVA; SKRHA; ZIMA, 2002), com modificagoes.
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As amostras de soro foram diluidas (volume final 300 pL), imediatamente
antes da dosagem, com tampéao fosfato salina PBS pH 7,4 (KH,PO,4 1,06 mmol/L,
NaCl 155,1 mmol/L e Na;HPO4.7H,0 2,97 mmol/L) em uma proporc¢éo de 1:50 (6 pL
de soro + 296 uL de PBS). As amostras diluidas foram transferidas para placas
pretas de poliestireno com 96-pocos e volume de 360uL cada poco.

A intensidade de fluorescéncia emitida foi medida em fluorimetro de placa
(TECAN Infinite® 200 PRO series) utilizando os comprimentos de onda de 350 nm
(excitagcédo) e 440nm (emissao).

Como controle negativo da reacao (branco da reacao), foram utilizados os
pocos Al e A2 contendo 300 pL de PBS. A intensidade de fluorescéncia emitida foi
registrada no software do equipamento como Unidades Arbitrarias (UA) e a

concentracdo de AGEs-F séricos foi expressa em duas formas:

1) Unidades Arbitrarias por mL de soro (UA/mL)
O valor de unidades arbitrarias (UA) do controle negativo foi subtraido dos
valores obtidos e o valor resultante foi multiplicado pelo fator 166,66, que converte

os valores em UA/mL de soro. O resultado final foi expresso em (UA/mL) x10*.

2) Unidades Arbitrarias por grama de proteina total (UA/g de proteina)

A concentracdo de AGEs-F (UA/mL) foi normalizada pela concentracdo de
proteina total, medida pelo método do biureto no soro, de cada paciente para
minimizar alteracdes hemodinamicas associadas a gestacdo. Portanto, os AGEs-F
foram expressos em Unidades Arbitrarias de fluorescéncia (UA) por grama de
proteina total (UA/g de proteina), conforme a equacao descrita na sequéncia. O

resultado final foi expresso em (UA/g de proteina) x10°

UA/g de proteina = (UA/mL)/PT (g/dL) x 0,01
Onde:
UA/mL: concentracdo de AGEs fluorescentes em UA/mL de soro;
PT: concentracdo de proteinas totais no soro expressa em g/dL;

0,01: fator para converter PT em g/dL em g/mL.
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A quantificacdo fluorométrica dos AGEs-F séricos com a metodologia
descrita neste estudo apresentou coeficiente de imprecisdo analitico para amostras
de pacientes saudaveis de 8,9% (Coeficiente de variacdo analitico; n=20).

4.6 ANALISES ESTATISTICAS

A normalidade para as variaveis continuas foi verificada pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov.

Variaveis continuas com distribuicdo normal foram comparadas pelo teste t
de Student (ndo pareado) ou andlise de variancia (ANOVA) quando na presenca de
mais de dois grupos. Estas variaveis foram representadas pela média +1-Desvio
Padréo.

Variaveis continuas sem distribuicdo normal foram comparadas pelo teste U
de Mann-Whiteny ou pelo teste de Kruskal-Wallis, quando mais de dois grupos
foram comparados.

Para as comparacfes com variaveis categoricas, foram utilizados os testes
de Chi-quadrado (%) ou o teste Exato de Fischer bidirecional, conforme apropriado.

Para as analises de correlacdo, o modelo descrito por Pearson (correlacao
linear) foi utilizado para variaveis com distribuicdo normal e Spearman foi
empregado para aquelas sem normalidade.

Para os ensaios de correlagdo e associacdo utiizando ANOVA, os
polimorfismos em estudo foram codificados como 1 (homozigoto usual), 2
(heterozigoto) e 3 (homozigoto raro).

A verificagdo do equilibrio de Hardy-Weinberg, célculos das frequéncias
genotipicas e alélicas, bem como o intervalo de confianca de 95% (IC95%) para 0s
alelos de menor frequéncia foram realizados com o programa DeFinetti

(http://ihg.gsf.de/cqi-bin/hw/hwal.pl). Para as comparacdes das frequéncias alélicas

com outras populacdes, foi considerado similar quando a frequéncia do alelo menos
frequente se encontra dentro do limite de 95% do intervalo de confianca.
Frequéncias acima ou abaixo do 95%IC foram consideradas diferentes.

O programa Statistica para Windows 8.0 (StatSoft Inc, Tulsa OK, USA) foi
utilizado nas analises de dados.

Para os estudos com curvas ROC e obtencdo da area sob a curva, e dados

associados, foi utilizado o programa MedCalc v.7.12.7.2.0 (MedCal Software bvba).


http://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwa1.pl

54

Uma probabilidade inferior a 5% (P<0,05) foi considerada significativa em

todas as analises.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

A amostra em estudo foi composta por cerca de 85% de gestantes euro-
brasileiras, sendo as demais representantes minoritarias afro-brasileiras.

A estatistica descritiva dos pardmetros antropométricos para 0s grupos em
estudo (grupo controle e grupo diabetes gestacional) € apresentada na Tabela 4.

TABELA 2 - CARACTERISTICAS ANTROPOMETRICAS E CLINICAS DAS
AMOSTRAS EM ESTUDO

Parametros Controle (n=217) DMG (n=225) P
Idade (anos) 29 (27-33) 32 (28-36) <0,001*
Peso (kg) 66,1 (58,5-73,8) 80,3 (70-93) <0,001*
Altura (m) 1,61+0,06 1,60+0,07 0,003
IMC (kg/m?) 25,4 (22,5-28,3) 32,0 (27,7-36,4) <0,001*
Periodo Gestacional 17,8487 30,1495 <0,001
(semanas)

Historia familiar para
diabetes (%)

- 68

Os resultados sdo apresentados como médiatl-Desvio Padrdo ou mediana (intervalo
interquartil).

P: probabilidade teste t-Student, e *P: probabilidade teste U de Mann-Whitney.

-: dados nédo disponiveis.

Os resultados mostram que houve diferenca estatistica significativa entre os
grupos nos parametros idade, peso, altura, IMC e periodo gestacional.

A idade foi maior no grupo DMG, sendo a mediana 32 anos contra 29 anos
para o grupo controle. Este resultado pode ser atribuido ao fato do risco para o
diabetes gestacional aumentar com a idade (CHENG; LAU, 2013).

O peso e o IMC também foram maiores no grupo DMG sendo as medianas
80,39 e 32kg/m?, respectivamente, contra 66,1g e 25,4kg/m?. A obesidade é fator de
risco para diabetes gestacional, portanto estes resultados estdo de acordo com o

esperado segundo a literatura (CHENG; LAU, 2013). Torloni e colaboradores
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publicaram em 2009 uma meta-anélise envolvendo 671.945 mulheres, avaliando a
obesidade materna e o risco para DMG em comparagdo com mulheres com IMC
normal. A razdo de chance (odds ratio, OR) de uma mulher com IMC normal
desenvolver DMG foi de OR=0,75, enquanto que para mulheres com sobrepeso foi
de OR=1,97; para mulheres moderadamente obesas, OR=3,01 e para mulheres com
obesidade mérbida, OR=5,55. Para cada 1kg/m? acrescentado ao IMC, o risco para
DMG aumenta em 0,92% (TORLONI et al., 2009).

Para a altura, nés encontramos diferenca significativa entre os grupos
(p=0,003) sendo que para o grupo DMG, a altura foi menor (1,60m) em comparagao
com o grupo controle (1,61m). Estes resultados estdo de acordo com o esperado
segundo a literatura, pois a correlacdo entre o DMG e a altura € de ordem inversa
conforme descrito por outros autores (TABAK et al., 2002; RUDRA et al., 2007). Brite
e colaboradores (2013) avaliaram a altura e o risco para DMG em gestantes de
diferentes etnias, e concluiram que a correlagéo inversa entre a altura e o risco para
o DMG é valida para todas as racas, sendo mais fortemente correlacionada em
asiaticos (BRITE et al., 2013).

A historia familiar para diabetes foi de 68% para o grupo DMG e para o
grupo controle, estes dados nao foram disponibilizados. A historia familiar para o
diabetes € um conhecido fator de risco para o DMG, neste contexto, alguns autores
comprovaram esta associacdo (SOLOMON et al.,, 1997; CARR et al., 2006). A
Associacdo Americana de Diabetes classifica a historia familiar positiva para o

diabetes mellitus como alto risco associado ao DMG (ADA, 2013).

5.2 BIOMARCADORES E PRODUTOS DE GLICACAO AVANCADA
FLUORESCENTES (AGES-F)

Os resultados das dosagens dos parametros bioquimicos e dos AGEs-F séo

apresentados na Tabela 5.
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TABELA 3 - CONCENTRACAO SERICA DOS BIOMARCADORES E AGES
FLUORESCENTES (AGE-F) PARA OS GRUPOS EM ESTUDO.
Parametros Controle (n=217) DMG (n=225) P

Glicemia de jejum (mg/dL) 84 (80-88) 86,5 (82-97) <0,001*

Glicemia 2-h, 75g glicose - 162 (148-181)

HbA1C (%) - 5,6 (5,3-6,1)

Colesterol (mg/dL) 193 (171-228) 223 (194-264) <0,001*
HDL-C (mg/dL) 54,5+15,0 56,2+13,9 0,220
LDL-C (mg/dL) 112,6 (92,6-141,8) 124,8 (98-153)  <0,001*
Triglicérides (mg/dL) 117 (88-153) 221 (183-278)  <0,001*
Proteina Total (g/dL) 6,9+0,7 6,3+0,5 <0,001
Albumina (g/dL) 4,3 (3,8-4,6) 3,4 (3,2-3,6) <0,001*
Acido urico (mg/dL) 3,5 (3,0-4,0) 4,4 (3,8-5,1) <0,001*
Creatinina (mg/dL) 0,8 (0,7-0,9) 0,7 (0,6-0,8) <0,001*
Uréia (mg/dL) 21,0 (17-25) 16,0 (13-19) <0,001*
AGE (UA/mL)x10* 2,50 +0,86 2,42 +0,72 0,262
AGE (UA/g)x10° 3,65 1,15 3,84+1,36 0,114

Os resultados sdo apresentados como meédiatl-Desvio Padrdo ou mediana (intervalo
interquartil).

UA/mL: Unidades Arbitrarias por mL de soro; UA/g: Unidades Arbitrarias por grama de
proteina total; P, probabilidade teste t-Student, e *P, probabilidade, teste U de Mann-
Whitney.

5.2.1 Marcadores para controle glicémico

A glicemia de jejum foi significativamente maior no grupo DMG em
comparagcao ao grupo controle e este resultado j4 era esperado tendo em vista 0s
critérios de selecdo das amostras que teve a glicemia como elemento central
(Tabela 5). A glicemia de 2h, em média superior ao valor de corte de 140 mg/dL,
substancia o diagnostico do DMG. A HbA1C com média de 5,6% sugere um grupo
DMG com bom controle glicémico. As concentracbes de HbA1C devem ser
avaliadas com cautela, pois gestantes em tratamento medicamentoso podem refletir
concentracfes deste parametro menores, propiciando interpretacdes incorretas

guanto ao controle glicémico do grupo em estudo. Também € relevante ressaltar
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gue, a concentracdo de HbA1C reduz ao longo da gestacéo, o que pode dificultar a
interpretac&o do status glicémico durante a gravidez (NIELSEN et al., 2004).

Catalano e colaboradores (1993) mostraram que a producao basal
endogena de glicose estd aumentada durante a gestacdo, tanto para 0 grupo
controle como para o grupo com DMG e isto leva a um aumento da resposta da
insulina em ambos 0s grupos, porém esta resposta € maior para 0 grupo controle.
No final da gravidez, a supressdo de insulina em resposta a producdo hepética de
glicose € menor no grupo DMG (80%) em comparagdo com o grupo controle (96%)
(CATALANO et al., 1993).

5.2.2 Perfil lipidico

Durante a gestacdo devido as alteracbes metabdlicas, ha uma alteracéao
significativa nos lipidios para garantir o fornecimento de nutrientes ao feto. O cortisol,
estrogeno e a progesterona promovem a lipogénese e o0 armazenamento de
gordura. O inicio da gestacdo é marcado por uma diminuicdo nas concentracdes de
lipidios com consequente aumento progressivo (BUTTE, 2000).

Nossos resultados mostram que houve diferenca significativa entre o
colesterol total, LDL colesterol e triglicerideos entre os grupos, sendo os valores
mais elevados no grupo DMG em comparacao com o grupo controle.

Os resultados das pesquisas relacionadas com os lipidios e o diabetes
gestacional sdo conflitantes. Na pesquisa de Meyers e colaboradores (1996), as
concentracdes de triglicerideos e LDL colesterol foram significativamente maiores no
grupo DMG em comparacdo com o0 grupo controle (MEYERS-SEIFER; VOHR,
1996). Toescu e colaboradores (2004) n&o encontraram diferencas nas
concentracfes de colesterol total e triglicerideos entre os grupos DMG e controle, e
neste mesmo trabalho, as concentracdes de LDL colesterol foram significativamente
maiores no grupo DMG (TOESCU et al.,, 2004). Na pesquisa de Koukkou e
colaboradores (1996), as concentracdes de triglicerideos foram maiores no grupo
DMG, porém as concentracdes de LDL colesterol foram menores no grupo DMG e
nas concentracdes de colesterol total e HDL colesterol ndo houve diferencas
significativas entre os grupos (KOUKKOU; WATTS; LOWY, 1996).

O tamanho amostral e as diferengas metodoldgicas relacionadas ao periodo

gestacional sdo uma hipotese para explicar essas diferengas nos resultados entre os
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estudos. No nosso trabalho, existe uma diferenca no periodo gestacional entre os
grupos, sendo que as gestantes do grupo controle foram avaliadas
aproximadamente na 182 semana de gestacdo enquanto que as gestantes com
DMG foram avaliadas na 302 semana de gestacdo. Portanto, este fato explica os
resultados encontrados, em vista que ha uma alteracdo nos lipidios ao longo da
gestacao conferindo um aumento nas concentracdes séricas no segundo semestre
da gestacdo. Além disso, o grupo DMG teve o IMC significativamente maior que o
grupo controle e este fato tém influencia nas concentragbes séricas dos lipides,
tendo em vista que o aumento do IMC provoca um aumento nas concentragdes de
lipides (SINAIKO et al., 1999).

5.2.3 Proteinas totais e albumina

As dosagens de proteinas totais e albumina foram significativamente
diferentes (p<0,001) entre os grupos, sendo essas concentracbfes menores no grupo
DMG em comparacao ao grupo controle.

Gungor e colaboradores (2006) avaliaram as concentracdes de albumina
entre pacientes com DMG e gestantes saudaveis durante a 242 e 282 semana de
gestacdo e ndo encontraram diferenca significativa nessas concentracdes
(GUNGOR; DANISMAN; MOLLAMAHMUTOGLU, 2006).

Uma hipotese para os resultados divergentes encontrados entre 0 nosso
trabalho e o de Gungor, € que no trabalho em tela os grupos divergem no periodo
gestacional, e o volume sanguineo aumenta a medida em que a gestacdo se
aproxima do final (LINDHEIMER; TALER; CUNNINGHAM, 2009). Portanto,
diferencas na hemodiluicdo entre os grupos podem ter ocasionado esta diferenca

nos resultados destes biomarcadores.

5.2.4 Uréia e creatinina

As gestantes passam por alteracbes hemodinamicas durante a gestacao,
sendo que o volume plasmatico aumenta cerca de 50% na metade da gestacao
(CARLIN; ALFIREVIC, 2008). As concentracfes de uréia e creatinina sdo menores

em gestantes saudaveis em comparagdo com mulheres nédo gestantes. Este fato se
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deve principalmente por alteracbes na taxa de filtragdo glomerular que esta
aumentada em 35-50% e a maior hemodiluicdo nas gestantes (BAJWA et al., 2013).

Palma-Reis e colaboradores (2013) destacaram a diminuicdo nas
concentracdes de creatinina, aumento do fluxo sanguineo renal, aumento da taxa de
filtracdo glomerular e 0 aumento de 1 centimetro no tamanho dos rins como sendo
as principais adaptacdes renais durante a gestacao (PALMA-REIS et al., 2013).

McClelland e colaboradores (1997) mostraram que existem alteracdes na
producdo de uréia ao longo da gestacdo. A producao de uréia foi significativamente
menor na 312 semana da gestacdo em comparacdo com a 242 semana
(MCCLELLAND; PERSAUD; JACKSON, 1997).

Egwuatu e colaboradores (1983) mostraram que as concentracdes de uréia
e creatinina diminuem do 2° trimestre da gestacdo para o 3° trimestre, voltando a
aumentar apos o parto (EGWUATU, 1983).

No presente estudo, as concentracoes de uréia e creatinina foram
significativamente diferentes entre os grupos, sendo as concentracdes desses
analitos maiores no grupo controle (Tabela 5). A avaliacdo das gestantes do grupo
DMG em um periodo mais avancado da gestacao e a hemodiluicdo progressiva que
ocorre ao longo da gestacdo sdo uma hipétese que podem explicar os resultados
encontrados. Cabe ressaltar que ndo foi identificada nenhuma participante desta
pesquisa com doenca renal manifesta avaliada pelas concentracbes destes

marcadores.

5.2.5 Acido Urico

As concentracbes de acido urico foram significativamente maiores no grupo
DMG em comparacdo ao grupo controle, 4,4 mg/dL vs 3,5mg/dL, respectivamente
(Tabela 5). Yoo e colaboradores (2005) sugerem que o aumento do acido urico no
DMG esta associado a resisténcia a insulina e a hipertenséo arterial, fatores que as
gestantes em estudo estdo submetidas (YOO et al., 2005).

Nossos resultados também sédo similares aos descritos em outro trabalho
(GUNGOR; DANISMAN; MOLLAMAHMUTOGLU, 2006). Estes autores descrevem
concentracbes de acido arico maiores no grupo DMG (4,4+1,1 mg/dL) quando

comparado ao grupo das gestantes saudaveis (4,1+0,84 mg/dL).
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Tem sido sugerida uma relacao importante entre o acido Urico e o diabetes
gestacional. Em estudo envolvendo 53477 mulheres n&o gestantes, as
concentracbes de &cido Urico foram associadas com maior glicemia de jejum e
resisténcia a insulina (YOO et al., 2005). Outros estudos mostraram que
concentracbes elevadas de acido Urico estdo associadas a risco para o
desenvolvimento de diabetes tipo 2 (NAKANISHI et al., 2003; DEHGHAN et al.,
2008).

Laughon e colaboradores (2012) foram os pioneiros na avaliacdo das
concentracfes de &cido Urico e o desenvolvimento de DMG. Eles mostraram que
concentracbes elevadas de &cido Urico durante o primeiro trimestre da gestacdo
estdo associadas ao desenvolvimento de diabetes gestacional e concentragdes 23,6
mg/dL desta molécula estdo associadas a um risco 3 vezes maior para o DMG
(LAUGHON et al., 2009), o que foi corroborado em outro estudo (WOLAK et al.,
2012).

5.3 CONCENTRACOES DE AGES FLUORESCENTES (AGES-F) E DIABETES
GESTACIONAL

A concentracdo de AGEs fluorescentes (AGEs-F) foi comparada entre os
grupos de gestantes saudaveis e DMG. Como mostrado na Tabela 5, néo foi
observada diferenca significativa entre as concentracfes de AGEs fluorescentes
entre diabéticas e gestantes saudaveis (P=0,114). Também a normalizacdo da
concentracdo de AGEs fluorescentes pela proteina total ndo ofereceu vantagens em
termos de discriminac&do dos grupos.

Os grupos em estudo, também foram comparados com curva ROC, como

mostrado na Figura 10.
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AGE-F (UA/g de proteina) AGE-F (UA/mL)
100F 100F

80 | 80|

60 f 60 f
40} 40t

20f 20f

0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
100-Especificidade 100-Especificidade
Pardmetros UA/g de proteina UA/mL
AUC 0,537 (P=0,159) 0,545 (P=0,102)
Ponto cut-off 3,90x10° 1,97x10"
Sensibilidade, % 48,6 37,3
Especificidade, % 67,8 35,2
Valor preditivo positivo, % 60,3 60,9
Valor preditivo negativo, % 56,2 48,7
FIGURA 10 - CURVAS ROC PARA CONCENTRACOES DE AGEs

FLUORESCENTES (AGEs-F) EXPRESSOS EM UA/mL e UA/g

DE PROTEINA TOTAL

AUC, area sob a curva. As setas indicam o ponto de corte (cut-off). Este
ponto apresenta o index de Youden maior, efeito combinado da maior
especificidade e sensibilidade para uma determinada concentracdo. A
tabela abaixo da figura identifica os principais pardmetros associados aos
AGEs-F relacionados a separacdo dos grupos. ROC: receiver operating
characteristic.

Ao contrario dos demais tipos de diabetes, cuja exposicdo aos efeitos da
glicemia é estabelecida em varios anos, como no diabetes tipo 2, a hiperglicemia
associada ao diabetes gestacional é restrita a alguns meses. Provavelmente, este
menor tempo de exposicdo a hiperglicemia é responsavel pelos valores similares
das concentracfes de AGE-F encontrados para o grupo de gestantes saudaveis e
para o grupo de gestantes diabéticas, conforme apresentado na Tabela 5. Estes
resultados também refutam a hipotese de que o quadro de elevado estresse
oxidativo associado ao DMG possa provocar um aumento na formacédo de AGEs-F,
como descrito por outros autores (DE RANITZ-GREVEN et al., 2012).

No entanto, vale ressaltar que o método escolhido para dosagens de AGEs
neste trabalho possui algumas limitacdes. A metodologia identifica exclusivamente
0s AGEs-F e ndo compostos como a carboximetilisina (CML), ndo fluorescente, que
representa 0 AGE de maior concentracdo sérica (SINGH et al.,, 2001). O ensaio

fluorescente sofre interferéncia de outros elementos presentes no soro como a
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hemoglobina, o NADH, o &cido folico e a biopterina, moléculas que emitem
fluorescéncia em condi¢cbes proximas a dos AGEs, porém com interferéncia de
pouca significancia (MUNCH et al., 1997).

A associacao entre a concentracdo de AGES séricos com outros tipos de
diabetes é bem estabelecida na literatura (SU et al., 2011; VAN EUPEN et al., 2013),
porém para o diabetes gestacional poucos trabalhos estéo disponiveis. Em trabalho
recente, a captura da fluorescéncia transdérmica foi utilizada para quantificar os
AGEs em pacientes com DMG (1,74+0,31 UA) e gestantes saudaveis (1,76+0,32
UA), e néo foi capaz de identificar uma diferenca significativa, portanto, produzindo
conclusdes similares ao nosso estudo (DE RANITZ-GREVEN et al., 2012).

Para identificar o efeito do periodo da gestacdo sobre a concentracdo de
AGEs fluorescentes, os grupos em estudo foram subclassificados em 4 periodos da
gestacdo. A Figura 11 mostra as concentracbes de AGEs fluorescentes para os
grupos em estudo.

No trabalho em tela, os diferentes periodos gestacionais ndo apresentaram
diferencas significativas nas concentracdes de AGEs-F, sugerindo que estas
biomoléculas ndo sofreram significativa mudanca de concentracdo ao longo da
gestacdo. Em sintese, a concentracdo dos AGEs-F, quantificados pela metodologia
apresentada neste trabalho, simples e de baixo custo, ndo permitiu diferenciar as
pacientes com DMG de gestantes saudaveis. Portanto, a hiperglicemia presente nas
gestantes com DMG parece nao interferir de maneira significativa nas concentracdes

de AGEs-F durante a gestacéao.



63

@® cControle O owoe
o 67 _ p=0821 0276
o P=0,227 P=0,508
- '—A—, '—A—l‘l
’><\ — - —
o >
<
)
S
v | A= (||
o o
< -
o 3
[&] L]
[%2] L] =
- i B
C o,
o
2
n 1M
W
O]
<
| 1 T |
12-23 24-28 29-32 >32

Semanas de gestacgdao

FIGURA 11 — CONCENTRACAO SERICA DE AGEs FLUORESCENTES (AGEs-F)
EM DIFERENTES PERIODOS DA GESTACAO PARA OS GRUPOS
EM ESTUDO

Concentracbes de AGEs fluorescentes expressos em UA/g de proteina, foram
comparados em 4 periodos da gestacdo. Em azul (circulo fechado), o grupo
controle e em vermelho (quadrado aberto), o grupo DMG. As barras verticais
representam 1-Desvio Padrdo. Os valores de P (teste t-Student) comparam as
concentracbes de AGEs-F no mesmo periodo gestacional. Analise de varidncia
(ANOVA) ndo mostrou diferenca para ambos os grupos, controles (P=0,076) e DMG
(0,928).

A existéncia de correlacdo entre os AGEs-F, corrigidos pela proteina total, e
0s parametros bioquimicos de cada grupo em estudo foi avaliada por meio do
coeficiente de correlacédo (“r’) e probabilidade para correlacéo linear de Pearson. A
Tabela 6 mostra as correlagbes significativas (P<0,05) dos AGEs-F com os
biomarcadores séricos em estudo.

E relevante ressaltar que n&o foi observada correlacdo significativa entre os
AGEs-F e marcadores para o controle glicémico, glicemia de jejum (r= -0,021,
P=0,766) e HbA1C (r= -0,052; P=0,448) para o grupo DMG, ou com a glicemia de
jejum para o grupo controle (r= -0,059; p=0,383). Uma correlacdo positiva seria
esperada se os AGEs-F apresentassem sua formacdo atrelada positivamente ao

marcadores de controle glicémico.
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TABELA 4 - CORRELACOES SIGNIFICATIVAS (P<0,05) ENTRE AGES
FLUORESCENTES (AGES-F) E BIOMARCADORES PARA OS
GRUPOS EM ESTUDO

Biomarcadores Coeficiente de correlacéo - r
Controles (P) DMG (P)
Albumina - 0,279 (<0,001)
Creatinina - 0,421 (<0,001)
Colesterol 0,330 (<0,001)
HDL-Colesterol 0,323 (<0,001)
LDL-Colesterol 0,210 (0,002)
Triglicérides 0,209 (0,002)

Comparacg6es com AGEs fluorescentes corrigidos por proteina total (UA/g de proteina).

O coeficiente de correlacéo linear (r) representa o grau da correlacdo, sendo
“0” uma correlagao nula; 0-0,3 correlacao fraca; 0,3-0,6 correlacéo regular e acima
de 0,6 uma correcao forte (ZOU; TUNCALI; SILVERMAN, 2003).

As correlacfes significativas observadas, para quase todos os analitos,
foram fracas (r ~0,3), sugerindo que os resultados observados tem pouca expresséo
em termos fisiologicos e podem ser achados fortuitos. Neste contexto, o tamanho
amostral utilizado no projeto, pode ter afetado esta andlise.

A concentracdo de creatinina sérica no grupo DMG apresentou coeficiente
do correlacdo linear (r>0,4), considerado como correlagdo de grau regular, e foi

explorada em mais detalhes, como mostrado na Figura 12.
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FIGURA 12 - ANALISE DE CORRELACAO LINEAR ENTRE CREATININA E AGEs

FLUORESCENTES SERICOS PARA O GRUPO DMG.
Correlagéo linear de Pearson (r=0,421; P<0,001). Linha horizontal representa a reta de
regresséo.

As concentracfes séricas de AGEs-F e creatinina tem sido correlacionadas
em pacientes com diabetes em outros estudos (MAKITA et al., 1991; ONO et al.,
1998; WAGNER et al., 2001). Makita e colaboradores (1991), estudando diabéticos
tipo 1 e tipo 2, mostraram uma correlacdo forte (r=0,84; p<0,001) entre AGEs
peptideos de baixa massa molecular e creatinina séricos. No mesmo sentido, Ono e
colaboradores (1998) reportaram correlacdo similar (r=0,748; p<0,001) entre estes
mesmos parametros para diabéticos tipo 2.

Temos como hipdtese, que a correlagdo positiva observada entre creatinina
e AGEs-F reflete a reducao na filtracao renal destas moléculas que se acumulam no
soro. Gestantes com DMG podem apresentar alteracdo da funcéo renal de forma
subclinica, ndo identificada pelos marcadores séricos em uso. Moléculas de AGEs-F
podem apresentar caracteristicas similares de carga e depuracdo (clearance) em
relacdo a creatinina, de forma que a excrecdo de ambas apresenta similaridade no
curso do diabetes. Esta hipotese explicaria a correlacédo observada no grupo DMG.

A descricdo da correlacdo positiva entre AGEs-F e creatinina em gestantes
com DMG (Figura 12) observada neste trabalho € o primeiro reporte de nosso

conhecimento.
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Estudos adicionais, quantificando os AGEs-F na urina e biomarcadores
especificos de funcdo renal como microalbumindria, beta-2-microglobulina e
clearance de creatinina poderiam confirmar a hip6tese sugerida em futuros projetos
de pesquisa.

A correlacdo observada no grupo DMG com a creatinina é expressivamente
menor que as reportadas para pacientes com diabetes tipos 1 e 2, anteriormente
citados. Neste contexto, apontamos que nosso grupo com DMG nao apresenta
alteragdo importante da fungéo renal, avaliado pela creatinina. A homeostasia
sanguinea é alterada na gestacdo, sendo a hemodiluicdo e o aumento do fluxo
sanguineo renal, que aumenta a filtracdo glomerular, fatores conhecidos (CARLIN;
ALFIREVIC, 2008). Estes elementos podem ter contribuido para que correlagdo dos
AGEs com a creatinina no DMG seja minimizado, em relacdo a outros tipos de
diabetes. Também, a exposicao a hiperglicemia e ao estresse oxidativo no DMG é
substancialmente menor (alguns meses), quando comparado a outros tipos de

diabetes, onde os afetados estdo expostos a estes fatores por varios anos.

5.4 GENOTIPAGEM COM SONDAS FLUORESCENTES

Todos os polimorfismos em estudo se encontram no equilibrio de Hardy-
Weinberg (H-W). Este principio estabelece que a variagdo genética em uma
populacdo permaneca constante de uma geragcdo para a seguinte na auséncia de
fatores desestabilizantes. Desvios do equilibrio de H-W poderiam indicar
casamentos consanguineos, estratificacdo populacional ou mesmo problemas na
genotipagem (WIGGINTON; CUTLER; ABECASIS, 2005).

5.4.1 Polimorfismo rs1007888 do gene MIF

A Tabela 7 mostra os resultados das genotipagens do polimorfismo
rs1007888 do gene MIF para os grupos controle e DMG. As frequéncias genotipicas
para ambos 0s grupos estdo de acordo com o esperado pelo equilibrio de Hardy-
Weinberg. Nao houve diferenca estatistica significativa na comparacdo dos
gendtipos e frequéncias alélicas entre o0s grupos p=0,257 e p=0,446

respectivamente.
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TABELA 5 - FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS PARA O
POLIMORFISMO rs1007888 DO GENE MIF NA AMOSTRA EM
ESTUDO
) ) ) Controle DMG
Polimorfismo Genétipos P
(n=141) (n=141)
(rs1007888)
G>A G/G 39 (27,7) 50 (35,5)
G/A 72 (51,1) 59 (41,8) 0,257
MIF AlIA 30 (21,2) 32 (22,7)
Frequéncia do Alelo 46,8 43,6
A 0,446
[95% IC] [41-53] [38-49]

Genotipos descritos em n (%);

95% IC: Intervalo de confianca de 95%;

P: probabilidade, teste de .

Equilibrio de Hardy-Weinberg (teste de xz). SNP rs1007888 grupo controle (P=0,762) e DMG
(P=3,141).

O polimorfismo rs1007888 do gene MIF ndo esta associado ao diabetes
gestacional na amostra em estudo (Tabela 7).
A Tabela 8 apresenta as comparacdes das frequéncias genotipicas e alélicas

para o polimorfismo rs1007888 com outras populacdes.

TABELA 6 - FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS DO POLIMORFISMO
rs1007888 DO GENE MIF COM DADQOS DA LITERATURA

Gendétipo Alelo
MIF rs1007888
(%) (%)
Grupo étnico Caracteristicas n AA AG GG A
Euro-brasileiros DMG 141 22,7 41,8 355 43,6

Gestantes Saudaveis 141 21,2 51,1 27,7 46,8

Chineses DMG 120 16,7 458 37,5 39,6
Gestantes Saudaveis 165 194 545 26,1 46,7

(ZHAN et al., 2013)

Iranianos DMG 147 7,5 70,7 218 42,9
Gestantes Saudaveis 169 11,2 76,9 11,8 49,7

(ASLANI et al., 2011)
Alemaes DM2 502 30,1 47,3 22,6 54,4
Saudaveis 1632 27,3 48,8 23,9 56,2

(HERDER et al., 2008)

Em negrito, dados obtidos neste estudo; DM2: diabetes mellitus tipo 2; DMG: diabetes mellitus gestacional.
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A frequéncia do alelo menos frequente “A” para o grupo controle (46,8%;
95%IC, 41-53%) observada neste estudo é similar a descrita para Chineses da etnia
Han e Caucasianos (HAPMAP, 2014) e outros grupos de etnia caucasoides.

A obesidade é um fator de risco reconhecido para o diabetes tipo 2 e
gestacional. Estudos identificaram a associacdo do gene MIF com a obesidade.
Dandona e colaboradores (2004), em estudo envolvendo 40 individuos obesos (IMC
37,5 + 4,9 kg/m?) e 40 ndo obesos, encontraram diferenca significativa (p<0,001) nas
concentracfes plasméaticas da proteina MIF (2,8 + 2,0 ng/mL vs. 1,2 + 0,6 ng/mL,
respectivamente). Também, uma correlacdo positiva significativa entre a
concentracdo de MIF e o IMC (r=0,52 p<0,001) foi descrita por estes autores
(DANDONA et al., 2004). Outros estudos corroboraram estes achados e mostram
igualmente uma associacao da proteina MIF com a obesidade (SKURK et al., 2005;
KOSKA et al., 2009).

Church e colaboradores (2005) em estudo envolvendo individuos com
obesidade mérbida (IMC 43 + 8.6 kg/m?), em um programa de emagrecimento
baseado em dieta e atividade fisica, observaram redu¢cdo média da concentracdo de
MIF sérica em cerca de 39% apoés perda de peso superior a 14 kg (CHURCH et al.,
2005). Efeito similar foi observado em 21 mulheres obesas nao diabéticas (IMC 32,5
+ 1,2 kg/m?) que ao perderem em média 4,4 kg durante 12 semanas, apresentaram
uma reducdo de 67% na concentracdo seérica da proteina MIF (SHEU et al., 2008).
Portanto, a associacao de MIF com o IMC e a obesidade esta bem consolidada.

A concentracdo da proteina MIF foi associada ao diabetes. Yabunaka e
colaboradores (2000) encontraram concentracfes seéricas significativamente
(p<0,001) aumentadas de MIF em pacientes com DM2 em comparacdo com grupo
controle saudavel (YABUNAKA et al., 2000). Herder e colaboradores (2006) também
descreveram concentracdes séricas maiores da MIF no DM2 e em pacientes com
intolerancia a glicose, quando comparados com individuos normoglicémicos
(HERDER et al., 2006). Os indios Pima americanos, populacdo com alta prevaléncia
de diabetes, possuem concentracfes elevadas de MIF em comparacdo com
caucasianos (VOZAROVA et al., 2002).

Estudos com células B pancreaticas mostraram uma relacdo do aumento da
expressdo do MIF com a concentracdo elevada de glicose e um aumento na
secrecéo de insulina. Estes resultados sugeriram que concentracoes elevadas de

MIF podem ser parte de um mecanismo compensatorio inicial na insuficiécia da
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célula B, promovendo um estado hiperinsulinémico e pro-inflamatério resistente a
insulina, elementos associados a um aumento no risco para o desenvolvimento do
diabetes (KOLTERMAN et al., 1980; VOZAROVA et al., 2002; HERDER et al., 2008).

Com o objetivo de avaliar a associacdo entre 0os genotipos do gene MIF, a
concentracdo da proteina MIF sérica e o risco para DM2, Herder e colaboradores
(2008) avaliaram 502 individuos com DM2 e 1632 individuos saudaveis (controle).
Estes autores genotiparam quatro polimorfismos (rs755622, rs2070766, rs2070767 e
rs1007888) e identificaram o alelo “G” de rs1007888 associado com as mais altas
concentracbes de MIF e o gendtipo “GG” deste polimorfismo associado ao maior
risco de DM2 em mulheres (HERDER et al., 2008).

Até o presente, foram identificados apenas dois trabalhos, além do projeto
em tela, que avaliaram a associacdo do polimorfismo rs1007888 com o diabetes
gestacional. Aslani e colaboradores (2011) encontraram associagdo significativa
(p<0,04) com o DMG em iranianos, onde o alelo G foi caracterizado como risco para
a patologia. Zhan e colaboradores (2013) ndo encontraram diferencas nos genotipos
entre os grupos controle e DMG em chineses, a semelhanc¢a do nosso estudo.

A associacao entre concentracdes elevadas da proteina MIF com o diabetes
e obesidade é robusta e o polimorfismo rs1007888 deste gene foi descrito associado
ao aumento das concentracbes de MIF e associado ao diabetes. Porém, até o
momento, apenas estudos prospectivos e com tamanho amostral pequeno foram
realizados para avaliar estas associacdes. Novos estudos com diferentes
populacdes e maior tamanho amostral sdo necessarios para uma avaliacdo confiavel
da relacdo deste polimorfismo com o diabetes.

Andlises de associacdo, utilizando ANOVA, na busca de associacdo dos
gendtipos deste polimorfismo com as concentracdes séricas dos biomarcadores em
estudo ndo apresentaram significancia.

Este estudo reflete as primeiras informacdes sobre as frequéncias
genotipicas e alélicas do polimorfismos rs1007888 do gene MIF na populacéo

brasileira, ao nosso conhecimento.

5.4.2 Polimorfismo rs10830963 do gene MTNR1B

A Tabela 9 mostra os resultados das genotipagens do polimorfismo

rs10830963 do gene MTNRI1B para os grupos controle e DMG. As frequéncias
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genotipicas para ambos os grupos estdo de acordo com o esperado pelo equilibrio
de Hardy-Weinberg.

TABELA 7 - FREQUENCIAS GENOTIPICA E ALELICA DO POLIMORFISMO
rs10830963 DO GENE MTNR1B NA AMOSTRA EM ESTUDO
Controle DMG

Polimorfismo Gendtipos P
(n=183) (n=183)
(rs10830963)
ciC 113 (61,7) 102 (55,7)
C>G C/G 66 (36,1) 61 (33,3) 0,019
MTNR1B G/G 4(2,2) 20 (11,0)
Frequéncia do Alelo 20,2 27,6
G 0,031
[95% IC] [16-24] [23-32]

Genotipos descritos em n (%);

95% IC: Intervalo de confianca de 95%;

P, probabilidade, teste de y°.

Equilibrio de Hardy-Weinberg (teste de %°). SNP rs10830963 grupo controle (P=0,110) e DMG
(P=0,176).

O polimorfismo rs10830963 do gene MTNR1B apresentou uma associacao
com o diabetes gestacional, com diferencas significativas entre as frequéncias
genotipicas e alélicas entre os grupos. O alelo G, de menor frequéncia, € um alelo
de risco para DMG, com a razdo de chance (odds ratio) calculado para a frequéncia
alélica de 1,43 (95%IC; 1,02-2,02). Portanto, portadoras do alelo de risco G
apresentam uma chance de cerca de 1,4 vezes maior de apresentar diabetes
gestacional.

A Tabela 10 mostra as frequéncias genotipicas e alélicas para o

polimorfismo rs10830963 em outros estudos encontrados na literatura.
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TABELA 8 — COMPARACOES ENTRE AS FREQUENCIAS GENOTIPICAS E
ALELICAS DO POLIMORFISMO rs10830963 DO GENE MTNR1B
COM DADOS DA LITERATURA

Gendtipo Alelo
MTNR1B rs10830963
(%) (%)
Grupo étnico Caracteristicas n CcC CG GG G
Euro-brasileiros DMG 183 56,0 33,3 10,7 27,0

Gestantes Saudaveis 183 61,7 36,2 2,1 20,2

Dinamarqueses DM2 1948 51,4 39,8 8,7 28,6
Saudaveis 4905 53,9 39,0 71 26,6

(SPARSO et al., 2009)
Gregos DMG 77 39,0 40,2 20,8 40,9
Gestantes Saudaveis 98 57,1 30,6 12722 27,5

(VLASSI et al., 2012)
Coreanos DMG 928 23,9 479 28,2 52,1
Gestantes Saudaveis 990 30,4 48,6 21,0 453

(KIM et al., 2011)
Chineses DMG 700 28,4 52,0 19,6 45,6
Gestantes Saudaveis 1029 32,0 49,5 18,6 43,3

(WANG, Y. et al., 2011)

Em negrito, dados obtidos neste estudo; DM2: diabetes mellitus tipo 2; DMG: diabetes mellitus gestacional.

A frequéncia do alelo menos frequente “G” para o grupo controle 20,2%
(95%IC, 16-24) observado em nosso estudo para uma populacao brasileira, € menor
a descrita na literatura para caucasianos e cerca de duas vezes menor quando
comparada a populacdes orientais (Coreanos e Chineses) como mostrado na Tabela
10.

O receptor de melatonina MTNR1B foi associado as maiores concentracdes
de plasméaticas de glicose em jejum e com o DM2 (STAIGER et al., 2008;
LYSSENKO et al., 2009; PROKOPENKO et al., 2009). A ligacdo da melatonina com
seu receptor MTNR1B diminui a secrecdo de insulina na célula p pancreatica, e 0s
niveis de RNAmM do gene MTNRI1B estdo elevados em individuos com DM2
comparados com individuos normoglicémicos (PESCHKE et al., 2007).

Lyssenko e colaboradores (2009) relataram que o alelo de risco “G” para o
DM2 do polimorfismo rs10830963 esta associado ao aumento da transcricdo de
MTNR1B nas ilhotas pancreaticas (LYSSENKO et al., 2009).
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Staiger e colaboradores (2008), em estudo envolvendo 1578 individuos néo
diabéticos e com risco aumentado para o diabetes, mostraram que o polimorfismo
rs10830963 esta associado (p<0,001) a concentracdes elevadas da glicemia em
jejum. Além disso, portadores do alelo de risco apresentaram cerca de 20% de
reducdo na secrecdo de insulina estimulada pela glicose, sugerindo que o efeito
deste polimorfismo na funcéo da célula f pode representar o mecanismo patolégico
pelo qual este polimorfismo aumenta o risco para o diabetes (STAIGER et al., 2008).

Kim e colaboradores (2011), em estudo do tipo caso-controle envolvendo
928 mulheres com DMG e 990 gestantes saudaveis (controle), identificaram
associacdo deste polimorfismo com o DMG (p<0,001) em uma amostra da
populacdo coreana. Estes autores, utilizando o modelo de avaliagdo da homeostase
(HOMA, Homeostatic Model Assessment) para avaliar a funcdo da célula beta
(HOMA-B) e a resisténcia a insulina (HOMA-IR), verificaram que o polimorfismo
rs10830963 esta associado a indices de HOMA-B reduzidos e sem alteragcdo no
indice HOMA-IR. Estes dados, atrelados a elevacéo da glicemia de jejum, sugerem
gue o receptor MTNR1B afeta o metabolismo da glicose através alteracdo na
secrecédo da insulina (KIM et al., 2011).

Vlassi e colaboradores (2012) realizaram, em uma amostra da populacao
grega, um estudo abrangendo 77 gestantes com DMG e 98 gestantes saudaveis. O
alelo G foi associado como risco ao DMG, sem, no entanto apresentar associacao
com outros parametros como idade, IMC, glicemia de jejum e HOMA-IR (VLASSI et
al., 2012).

Li e colaboradores (2013), em estudo do tipo caso-controle envolvendo 350
gestantes com DMG e 480 gestantes saudaveis, identificaram associacdo do
rs10830963 com o DMG (p<0,05) em chineses (LI, C. et al., 2013). Porém, estudo
similar realizado por Wang e colaboradores (2011) na populacdo chinesa, néo
evidenciou esta associacdo com o DMG (WANG, Y. et al., 2011).

A associacdo do alelo menos frequente “G” do polimorfismo intrénico
rs10830963 no gene MTNR1B com o aumento da glicemia de jejum, disfuncdo das
células B pancreaticas e o DM2 é contundente na literatura para a populacéo
caucasiana. Em asiaticos, resultados divergentes estdo publicados. Alguns trabalhos
evidenciaram associacfes do polimorfismo em tela com o diabetes (KAN et al.,
2010; LIU, C. et al.,, 2010; LI, C. et al., 2013), enquanto outros como Ling e

colaboradores nédo encontraram esta associacdo com o DM2 em chineses Han
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(LING et al., 2011). Uma recente meta analise que avaliou 38 artigos totalizando
113.025 individuos com DM2 e 199.997 individuos saudaveis concluiu que a
associacdo significativa do polimorfismo rs10830963 com o DM2 é limitada a
caucasianos (WANG, H. et al., 2013).

Associacdo entre genotipos do polimorfismo rs10830963 com parametros
laboratoriais em estudo, em particular com marcadores do controle glicémico
(glicemia de jejum e HbA1C) n&do apresentaram resultados significativos.

Nossos resultados confirmam a associagcdo do polimorfismo rs10830963
com o DMG em uma amostra da populacgéo brasileira. O tamanho amostral para este
polimorfismo foi ampliado em 30% em relagéo aos demais polimorfismos em estudo,
com o objetivo de aumentar o poder de significancia dos testes estatisticos. Cabe
ressaltar que este € o primeiro estudo realizado nesta populacao, e, portanto mais
estudos com tamanho amostral maior serdo necessarios para robustecer as

evidéncias de associacdo descritas neste trabalho.

5.4.2.1 Correlacao entre rs10830963 no gene MTNR1B com LDL colesterol

O polimorfismo rs10830963 no gene MTNR1B apresentou associacao

significativa com o LDL-colesterol (p=0,04) para o grupo DMG (Figura 13).
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FIGURA 13 - ANALISE DE VARIANCIA PARA O POLIMORFISMO rs10830963 DO
GENE MTNR1B E CONCENTRACOES DE LDL-COLESTEROL

PARA OS GRUPOS EM ESTUDO

Os simbolos sdo médias e as barras verticais 1-DP. O grupo controle esta
representado por circulo aberto e linhas pretas e o grupo DMG por quadrado e
linhas vermelhas.

Ling e colaboradores (2011) foram os primeiros a descrever associacao
entre polimorfismos no gene MTNR1B com o metabolismo de lipidios. Os portadores
do gendtipo GG do polimorfismo rs3781637 no gene MTNR1B foram associados
com maiores concentracdes de colesterol total e LDL-colesterol em comparagéao com
portadores dos genotipos AA e AG (LING et al., 2011).

A melatonina desempenha uma funcdo importante no metabolismo dos
lipidios. Estudos com animais mostraram que a administracdo de melatonina
melhorou significativamente (P<0,05) a dislipidemia em ratos diabéticos, com
reducédo do LDL-colesterol de 5,20+0,4 para 4,14+0,3 mmol/L (AGIL et al., 2011).

A melatonina foi administrada juntamente com agente antioxidante em
pacientes com DM2 tratados com metformina e apos 30 e 90 dias deste tratamento
uma melhora no perfil lipidico em jejum foi identificada (KADHIM et al., 2006).

Um novo agonista da melatonina (NEU-P11) melhorou o perfil lipidico de
ratos obesos, através da diminuicdo das concentracbes de colesterol total e

triglicerideos e aumento das concentragbes de HDL-colesterol (SHE et al., 2009).
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Portanto o gene MTNR1B que codifica um receptor de alta afinidade pela melatonina
pode estar envolvido no metabolismo dos lipidios.

No trabalho em tela, o alelo G do rs10830963 foi associado ao aumento das
concentragOes de LDL-colesterol, um fator pro-aterogénico, em gestantes com DMG.
Esta associacao nao foi encontrada no grupo de gestantes saudaveis. Uma hipétese
para este resultado seria atrelar o efeito fenotipico deste polimorfismo as alteracdes
na secrecao de insulina associada ao DMG ou mesmo a possibilidade de interacao
deste polimorfismo com outros fatores genéticos presentes em pacientes com DMG.

N&do foram encontrados outros registros na literatura da associacdo do
rs10830963 com alteracdes nas concentracbes de LDL colesterol, portanto mais
estudos envolvendo sujeitos de diferentes etnias e com maior tamanho amostral s&o

necessarios para substanciar o significado destes resultados.

5.4.3 Polimorfismo rs7754840 do gene CDKAL1

A Tabela 11 mostra os resultados das genotipagens do polimorfismo
rs7754840 do gene CDKAL1l para os grupos controle e DMG. As frequéncias
genotipicas para ambos 0s grupos estdo de acordo com o esperado pelo equilibrio

de Hardy-Weinberg.

TABELA 9 - FREQUENCIAS GENOTIPICA E ALELICA DO POLIMORFISMO
rs7754840 DO GENE CDKAL1 NA AMOSTRA EM ESTUDO

] ) o Controle DMG
Polimorfismo Genébtipos P
(n=141) (n=141)
(rs1007888)
G>C G/G 72 (51,1) 64 (45,4)
G/C 59 (41,8) 69 (48,9) 0,478
CDKAL1 C/iC 10 (7,1) 8 (5,7)
Frequéncia do Alelo . 28.0 301 0577
[95% IC] [23-33] [25-35] '

Gendtipos descritos em n (%);

95% IC: Intervalo de confianca de 95%;

P, probabilidade, teste de y°.

Equilibrio de Hardy-Weinberg (teste de 3%). SNP rs7754840 grupo controle (P=0,198) e DMG
(P=0,054).
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As frequéncias genotipicas e alélicas ndo diferiram entre os grupos,
mostrando que este polimorfismo ndo esta associado ao DMG na populacdo em
estudo (Tabela 11).

A frequéncia do alelo de menos frequente “C” para o rs7754840 foi 28,0%
(IC95%, 23-33) para o grupo controle. Esta frequéncia é similar & encontrada na
literatura para europeus de origem caucasoide (33%) (HAPMAP, 2014),
discretamente menor quando comparada a caucasianos (Finlandeses) e cerca de

1,5 vezes menor quando comparada a orientais (Tabela 12).

TABELA 10 — COMPARACOES ENTRE AS FREQUENCIAS GENOTIPICAS E
ALELICAS DO POLIMORFISMO rs7754840 DO GENE CDKAL1
COM DADOS DA LITERATURA

Gendtipo Alelo
CDKAL1 rs7754840
(%) (%)
Grupo étnico Caracteristicas n GG GC CC C
Euro-brasileiros DMG 141 454 489 5,7 30,1

Gestantes Saudaveis 141 51,1 41,8 7.1 28,0

Finlandeses DM2 2305 37,6 475 149 38,7
Saudaveis 2339 405 46,9 12,6 36,0

(SCOTT et al., 2007)

Chineses DM2 1912 31,2 46,9 21,9 45,3
Saudaveis 2014 36,8 47,2 16,0 39,6

(LIU, Y. et al., 2008)
Chineses DMG 697 28,6 48,6 22,8 47,1
Gestantes Saudaveis 1020 30,5 50,2 19,3 44.4

(WANG, Y. et al., 2011)

Em negrito, dados obtidos neste estudo; DM2: diabetes mellitus tipo 2; DMG: diabetes mellitus gestacional.

O gene CDKALL1 codifica para uma proteina de 65kD e abrange 37kb que
codificam 579 aminoacidos e embora a funcdo do gene CDKAL1l seja ainda
desconhecida, sabe-se que a proteina codificada por este gene apresenta
similaridade com a produto de proteina codificada pelo gene CDK5RAP1, uma
proteina neuronal que inibe especificamente a ativacdo de CDK5 (LI, Y. Y. et al.,

2013). A CDK5 tem sido implicada na funcdo da célula B pancreética, regulando
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negativamente a liberagdo de insulina (WEI et al., 2005; UBEDA; RUKSTALIS;
HABENER, 2006).

Polimorfismos no gene CDKAL1 vém sendo associados ao risco para o DM2
em diferentes populacdes (SAXENA et al., 2007; STEINTHORSDOTTIR et al., 2007;
ZEGGINI et al., 2007).

A presenca do alelo de risco C, nos gendtipos GC e CC do polimorfismo
rs7754840 foram associados a reducéo da liberacdo de insulina de primeira fase em
11 e 24%, respectivamente, em europeus, bem como com DM2 (STANCAKOVA et
al., 2008).

No trabalho de Saxena e colaboradores (2007), o alelo “C” do rs7754840
conferiu uma diminuicdo na secrecdo de insulina em individuos ndo diabéticos, e
outro polimorfismo (rs7756992) neste mesmo gene CDKALL1 foi associado a reducéo
(22%) da resposta a insulina ao estimulo de glicose, comprovando o efeito deste
gene na liberacdo da insulina e, consequentemente como bom candidato ao DM2
(SAXENA et al., 2007).

Para Kirchhoff e colaboradores (2008) o alelo de risco “C” do rs7754840
também esta associado (p<0,05) com a reducdo na concentracdo de secrecao da
insulina durante o teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) e com a menor
conversdo da proé-insulina em insulina (KIRCHHOFF et al., 2008). Apesar das
evidéncias, o mecanismo molecular pelo qual o gene CDKAL1 modula a liberacéo
da insulina pela célula B pancreatica permanece desconhecido (OHARA-IMAIZUMI
et al., 2010).

Kwak e colaboradores (2012) realizaram um estudo composto por duas
etapas, sendo a primeira um estudo prospectivo abrangendo 468 mulheres com
DMG e 1242 mulheres saudaveis (grupo controle) e na segunda etapa foi realizado
um estudo do tipo caso-controle com tamanho amostral de 1714 sendo 931 do grupo
caso (DMG) e 783 do grupo controle na populacédo coreana. A partir deste estudo,
0S autores encontraram associacdo do rs7754840 ao DMG com a razdo de chance
(Odds Ratio, OR) de 1.518 (KWAK et al., 2012).

No presente estudo, o polimorfismo rs7754840 nao foi associado ao
diabetes gestacional. A divergéncia dos nossos resultados com os resultados
obtidos por Kwak e colaboradores (2012) pode ser explicada pelas diferencas
genéticas entre 0s grupos envolvidos, brasileiros e coreanos, nas respectivas

pesquisas. Kwak e colaboradores (2012) foram os primeiros a divulgar a associacao



78

entre o polimorfismo rs7754840 e DMG e nosso trabalho relata pela primeira vez a
pesquisa realizada para averiguar a associagao deste polimorfismo com gestantes
diabéticas brasileiras. Portanto, mais estudos sdo necesséarios para melhor
interpretar estes resultados e avaliar a associagéo do rs7754840 no DMG.

As andlises de variancia foram realizadas para este polimorfismo na busca
de associagcbes com o0s parametros bioquimicos em estudo. No entanto, as
associacoes nao foram identificadas (ANOVA) e nenhuma correlagéo foi significativa
com os dados antropométricos, biomarcadores de controle de controle glicémico,

perfil lipidico, funcéo renal e AGEs-F.
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6 CONCLUSOES

e A concentracdo seérica dos produtos de glicacdo avancada fluorescentes
(AGEs-F), quantificados por espectrofluorimetria, ndo diferenciou gestantes

saudaveis de portadoras do diabetes gestacional;

e As concentracBes séricas de AGEs-F nao foram diferentes (P>0,05) em
qguatro periodos gestacionais distintos (12-23; 24-28, 29-32 e > 32 semanas)
sugerindo que este biomarcador é pouco influenciado pelas alteracbes

fisiologicas associadas a gestacao ou ao diabetes gestacional,

e A concentracdo de AGEs-F foi correlacionada positiva e significativamente
(r=0,421; P<0,001) com a creatinina no grupo com diabetes gestacional;

e Os polimorfismos rs1007888 e rs7754840, respectivamente, nos genes MIF
e CDKAL1, nao foram associados ao diabetes gestacional na amostra em

estudo;

e As frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo rs10830963 do gene
MTNR1B diferiram significativamente (P<0,05) entre os grupos em estudo.
Portadoras do alelo de risco (G) apresentaram cerca de 1,4 vezes mais chance
em desenvolver diabetes gestacional (OR 1,42; 95%IC, 1,02-2,02) quando

comparadas as portadoras do alelo C;

e A frequéncia (95%IC) do alelo menos frequente “A” para o polimorfismo
rs1007888 do gene MIF 46,8% (41-53%) foi similar a encontrada na literatura

para chineses de etnia Han e caucasianos;

e A frequéncia do alelo menos frequente “G” do polimorfismo rs10830963 no
gene MTNRI1B para o grupo controle 20,2% (95%IC, 16-24) observado em
nosso estudo para uma populacdo Brasileira, foi menor a descrita na literatura
para caucasianos e cerca de duas vezes menor quando comparada a

populacdes orientais;
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O polimorfismo rs10830963 do gene MTNR1B foi associado a concentracao
sérica de LDL-colesterol no grupo DMG. Pacientes com diabetes gestacional
portadoras do alelo de risco G em homozigose (GG) apresentaram
concentragdo de LDL-colesterol, uma marcador para risco cardiovascular,

cerca de 20mg/dL maior do que as portadoras do genétipo CC;

A frequéncia (95%IC) do alelo menos frequente “C” para o polimorfismo
rs7754840 do gene CDKAL1 28,0% (23-33%) em gestantes saudaveis foi
similar a descrita em outras populacdes de origem caucasoide e menor

guando comparada a populacdo de origem asiatica.
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ANEXO 1

Allelic Discrimination Plot  rs10830963
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PCR EM TEMPO REAL PARA O GENE MTNR1B (SNPs rs10830963).

Gréfico de discriminacédo alélica SNP rs10830963. Em vermelho estdo amostras homozigotas
(gendtipo C/C); em verde, amostras heterozigotas (genétipo C/G) e em azul, amostras homozigotas
(gendtipo G/G).
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ANEXO 2

Allelic Discrimination Plot  rs7754840
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PCR EM TEMPO REAL PARA O GENE CDKAL1 (SNPs rs7754840).
Gréfico de discriminacgdo alélica SNP rs7754840. Em vermelho estdo amostras homozigotas
(gendtipo C/C); em verde, amostras heterozigotas (genétipo C/G) e em azul, amostras homozigotas

(gendtipo G/G).



ANEXO 3

Allelic Discrimination Plot 51007888
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PCR EM TEMPO REAL PARA O GENE MIF (SNPs rs1007888).

Gréfico de discriminagado alélica SNP rs1007888. Em vermelho estdo amostras homozigotas
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(gendtipo G/G); em verde, amostras heterozigotas (genétipo G/A) e em azul, amostras homozigotas

(gendtipo A/A).
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Apresentagao do Projeto:
Equipe da Pesquisa: Orientador:Geraldo Picheth. Co orientadora:Dayane Alberton.

Trata-se de estudo caso-controle no qual seréo avaliados o efeito de variagdes genéticas, descritas na
literatura, associadas ao Diabetes mellitus gestacional. O estudo sera realizado com um tamanho amostral
de 500 (n=500) pacientes adultas. Estas ser&o divididos em dois grupos. Um sera composto por 300
pacientes com diabetes gestacional e o outro consistira de 200 gestantes n&o diabéticas (grupo controle).
As amostras de sangue das gestantes diabéticas ser&o oriundas de num Hospital Publico(Unidade de
Diabetes do Servigo de Endocrinologia e Metabologia) enquanto as amostras para o grupo controle serdo
obtidas no Laboratério do Municipio. Nao havera restrigdes quanto a grupos sociais ou etnias. Dados como
idade, peso, altura e resultados de exames bem como historico clinico serdo obtidos com o médico. As
amostras de sangue e soro das pacientes serdo coletadas, durante os exames de rotina, conforme o
protocolo do servigo de atendimento & gestante, ndo sendo necessaria coleta especifica para o projeto em
tela. Os pesquisadores referem a criagéo de biorrepositorio e a possibilidade de pesquisas futuras mediante
nova solicitagao de TCLE.
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Continuagdo do Parecer: 362.752

Objetivo da Pesquisa:

GERAL

Pesquisar variagdes genéticas associadas ao Diabetes Gestacional e correlacionar com biomarcadores de
controle glicémico, perfil lipidico e fungéo renal.

O pesquisador relaciona os beneficios como indiretos e incluiu riscos relacionados com a coleta de sangue.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

O pesquisador relaciona os beneficios como indiretos e incluiu riscos relacionados com a coleta de sangue.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A pesquisa esta bem descrita e é relevante. Os autores informam que os sujeitos da pesquisa de ambos os
grupos (diabetes e controle), serdo abordados e convidados a participar da pesquisa durante o
procedimento de coleta para seus exames de rotina nos estabelecimentos citados. Cabera ao funcionario do
estabelecimento que ira realizar a coleta, a tarefa de convidar os sujeitos da pesquisa, bem como a
apresentacao e explicagdo do TCLE.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatodria:

Foram apresentados todos os termos inclusive os de concordancia do Laboratério de Bioquimica Clinica e
da Unidade de Diabetes do Servigo de Endocrinologia e Metabologia do Hospital.

Recomendagdes:

Solicitamos que sejam apresentados a este CEP, relatérios semestrais sobre o andamento da pesquisa,
bem como informagdes relativas as modificagdes do protocolo, cancelamento, encerramento e destino dos
conhecimentos obtidos, através da Plataforma Brasil - no modo: NOTIFICAGAO.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagées:

E obrigatério retirar na secretaria do CEP/SD uma cépia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
com carimbo onde constard data de aprovagéo por este CEP/SD, sendo este modelo reproduzido para
aplicar junto ao participante da pesquisa.

O TCLE devera conter duas vias, uma ficara com o pesquisador e uma cépia ficara com o
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participante da pesquisa, tanto o participante como o pesquisador deveréo rubricar todas as paginas do
TCLE, opondo assinaturas na Gltima pagina do referido Termo (Carta Circular n°. 003/2011CONEP/CNS);

Situagao do Parecer:

Aprovado F
Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

Consideragées Finais a critério do CEP:

Por se tratar de pesquisa €nvolvendo Instituicdo da Secretaria Municipal de Saude de Curitiba, o

pesquisador podera iniciar a pesquisa somente apos a analise de viabilidade emitida pelo CEP/SMS.

Apos analise do CEP da SMS, favor anexar o Parecer de Viabalididade no Sistema PB, modo: notificagdo.

CURITIBA, 16 de Agosto de 2013

Assinador por:
Claudia Seely Rocco

(Coordenador)
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ANEXO 5

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (Grupo Controle)

NOs, Jodo Paulo Lobo Junior, Dayane Alberton e Geraldo Picheth, pesquisadores da

Universidade Federal do Parana, estamos convidando vocé gestante que veio ao_Laboratério

Municipal de Curitiba, a participar de um estudo intitulado “BIOMARCADORES DE RISCO PARA O DIABETES

GESTACIONAL’, que vai pesquisar a variabilidade genética de alguns genes (descritos na literatura)

associados ao Diabetes Gestacional. Esta pesquisa pretende comparar 0s aspectos laboratoriais e

genéticos entre gestantes sem Diabetes como vocé e gestantes com Diabetes Gestacional. E através

de pesquisas como esta que ocorrem 0s avangos na medicina e sua participacdo € de fundamental

importancia.

a)

b)

c)

d)

f)

)

h)

7

O objetivo desta pesquisa é procurar novos exames para melhor controlar e monitorar o
paciente com diabetes gestacional e ainda conhecer os fatores que levam a gestante diabética
a ter maior ou menor risco para complicacdes na gestacao ocasionadas por esta doenca.

Caso vocé participe da pesquisa, seus dados pessoais biométricos (como idade, peso, altura)
e dados sobre resultados de exames (exames de sangue, histérico clinico) serdo repassados
para os pesquisadores pelo seu médico. Além disso, serd necessario coletar uma amostra de
seu sangue.

O sangue sera coletado durante a realizacdo de exames de rotina do Laboratério Municipal de
Curitiba - (Rua Padre Antbnio Parolin Junior, 1000, Curitiba-PR), sem necessidade de coleta
especifica para a pesquisa.

E possivel que vocé experimente algum desconforto, principalmente relacionado a agulhada da
coleta de sangue.

O estudo ndo apresenta nenhum risco em potencial para os participantes da pesquisa, a
amostra de sangue que sera utilizada, sera separada da amostra colhida para exames de
rotina, portanto ndo necessita de coleta especifica para a pesquisa.

Os beneficios esperados com essa pesquisa sdo: 1) melhor conhecimento de doencas que
atingem muitas gestantes como o Diabetes Gestacional 2) a expectativa do desenvolvimento de
novos ensaios laboratoriais que permitam um melhor diagndstico e acompanhamento sobre o
Diabetes Gestacional, 3) novas associacdes entre 0s genes estudados com o Diabetes
Gestacional. No entanto, nem sempre vocé sera diretamente beneficiado com o resultado da
pesquisa, mas podera contribuir para o avanco cientifico.

Caso vocé autorize, seu sangue serd armazenado corretamente e podera ser utilizado em
outras pesquisas semelhantes a esta, que buscam aumentar o conhecimento sobre doencas
como o Diabetes Gestacional e melhorar a qualidade de vida dos pacientes. Toda nova
pesquisa a ser feita com o seu material armazenado serd submetida & apreciacdo do Comité
de Etica em Pesquisa, e a cada nova pesquisa, 0 sujeito sera contatado para consentir novo
uso de sua amostra, o qual sera formalizado através de um TCLE especifico.

Sua amostra de sangue serd armazenada por até 10 anos, mas podera ser descartada devido
a inadequacao da amostra por critérios de qualidade. Neste caso, a amostra sera colocada em
recipientes apropriados e sera descartada seguindo normas bem definidas, sem causar riscos
a saude de ninguém, tampouco ao meio ambiente.
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i) Os pesquisadores responsaveis por este estudo: Jodo Paulo Lobo Junior
(jotapejunior@yahoo.com.br), Dayane Alberton (dayanealberton@ufpr.br) e Geraldo Picheth
(greraldopicheth@ufpr.br), farmacéuticos, poderdo ser contatados de segunda a sexta-feira,
das 14 as 18h, no Laboratério de Bioguimica Clinica da Universidade Federal do Parana, sito a
Rua Lothario Meissner, 632 — Jardim Botanico, Curitiba — PR, ou pelo telefone (41) 3360-4068,
para esclarecer eventuais dilvidas que vocé possa ter e fornecer-lhe as informagbes que
queira, antes, durante ou depois de encerrado o estudo.

i) A sua participagdo neste estudo € voluntaria e se vocé ndo quiser mais fazer parte da pesquisa
podera desistir a qualguer momento e solicitar que Ihe devolvam o termo de consentimento livre
e esclarecido assinado. A sua recusa nao implicara na interrupcdo de seu atendimento no
Laboratdrio Municipal de Curitiba, que esta assegurado.

k) As informacdes relacionadas ao estudo poderdo ser conhecidas por pessoas autorizadas, como
seu médico. No entanto, se qualquer informacéo for divulgada em relatério ou publicacéo, isto
sera feito através de codigos, para que a sua identidade seja preservada e seja mantida a
confidencialidade.

I) As despesas necessdrias para a realizacdo da pesquisa (exames laboratoriais) ndo sao de sua
responsabilidade e pela sua participagdo no estudo vocé ndo receberd qualquer valor em
dinheiro.

m) Quando os resultados forem publicados, ndo aparecera seu home, e sim um cédigo.

Eu, li esse termo de consentimento e

compreendi a natureza e objetivo do estudo do qual concordei em participar. A explicacdo que recebi
menciona o0s riscos e beneficios. Eu entendi que sou livre para interromper minha participacédo a

gualquer momento sem justificar minha decisdo e sem que esta decisdo afete meu tratamento.

Eu concordo voluntariamente em participar deste estudo, e autorizo a coleta, o
armazenamento e guarda do meu sangue para futuras pesquisas, sabendo que a cada nova
pesquisa, serei contatado para consentir ou ndo 0 novo uso de minha amostra, o qual sera

formalizado através de um TCLE especifico.

(Assinatura do sujeito de pesquisa ou responsavel legal)

Local e data

Assinatura do Pesquisador
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ANEXO 6

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (Diabetes Gestacional)

NOs, Jodo Paulo Lobo Junior, Dayane Alberton e Geraldo Picheth, pesquisadores da

Universidade Federal do Parana, estamos convidando vocé gestante com diabetes gestacional que

veio ao_Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana, a participar de um estudo intitulado

“BIOMARCADORES DE RISCO PARA O DIABETES GESTACIONAL’, que vai pesquisar sobre esta doenga. E

através de pesquisas como esta que ocorrem 0s avancos na medicina e sua participacdo é de

fundamental importancia.

a)

b)

c)

d)

e)

f)

)

h)

7

O objetivo desta pesquisa é procurar novos exames para melhor controlar e monitorar o
paciente com diabetes gestacional e ainda conhecer os fatores que levam a gestante diabética
a ter maior ou menor risco para complicacdes na gestacdo ocasionadas por esta doenca.

Caso vocé participe da pesquisa, seus dados pessoais biométricos (como idade, peso, altura)
e dados sobre resultados de exames (exames de sangue, histérico clinico) serdo repassados
para os pesquisadores pelo seu médico. Além disso, sera necessario coletar uma amostra de
seu sangue.

O sangue sera coletado durante o procedimento de coleta de rotina do servico da Unidade de
Endocrinologia Diabética do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana - (Rua
General Carneiro, 181, Curitiba-PR), apds sua consulta médica, sem necessidade de coleta
especifica para a pesquisa.

E possivel que vocé experimente algum desconforto, principalmente relacionado a agulhada da
coleta de sangue.

O estudo ndo apresenta nenhum risco em potencial para os participantes da pesquisa, a
amostra de sangue que sera utilizada, sera separada da amostra colhida para exames de
rotina, portanto ndo necessita de coleta especifica para a pesquisa.

Os beneficios esperados com essa pesquisa séo: 1) melhor conhecimento de doengas que
atingem muitas gestantes como o Diabetes Gestacional 2) a expectativa do desenvolvimento de
novos ensaios laboratoriais que permitam um melhor diagndstico e acompanhamento sobre o
Diabetes Gestacional, 3) novas associacdes entre os genes estudados com o Diabetes
Gestacional. No entanto, nem sempre vocé sera diretamente beneficiado com o resultado da
pesquisa, mas podera contribuir para o avanco cientifico.

Caso vocé autorize, seu sangue serd armazenado corretamente e podera ser utilizado em
outras pesquisas semelhantes a esta, que buscam aumentar o conhecimento sobre doencas
como o Diabetes Gestacional e melhorar a qualidade de vida dos pacientes. Toda nova
pesquisa a ser feita com o seu material armazenado serd submetida & apreciacdo do Comité
de Etica em Pesquisa, e a cada nova pesquisa, 0 sujeito sera contatado para consentir novo
uso de sua amostra, o qual sera formalizado através de um TCLE especifico.

Sua amostra de sangue serd armazenada por até 10 anos, mas podera ser descartada devido
a inadequacao da amostra por critérios de qualidade. Neste caso, a amostra sera colocada em
recipientes apropriados e sera descartada seguindo normas bem definidas, sem causar riscos
a saude de ninguém, tampouco ao meio ambiente.
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i) Os pesquisadores responsaveis por este estudo: Jodo Paulo Lobo Junior
(jotapejunior@yahoo.com.br), Dayane Alberton (dayanealberton@ufpr.br) e Geraldo Picheth
(greraldopicheth@ufpr.br), farmacéuticos, poderdo ser contatados de segunda a sexta-feira,
das 14 as 18h, no Laboratorio de Bioguimica Clinica da Universidade Federal do Parana, sito a
Rua Lothario Meissner, 632 — Jardim Botanico, Curitiba — PR, ou pelo telefone (41) 3360-4068,
para esclarecer eventuais dilvidas que vocé possa ter e fornecer-lhe as informagbes que
queira, antes, durante ou depois de encerrado o estudo.

i) A sua participagdo neste estudo é voluntaria e se vocé ndo quiser mais fazer parte da pesquisa
podera desistir a qualguer momento e solicitar que Ihe devolvam o termo de consentimento livre
e esclarecido assinado. A sua recusa ndo implicard na interrupcdo de seu atendimento e/ou
tratamento no servico de Endocrinologia Diabética, que esta assegurado.

k) As informac®es relacionadas ao estudo poderdo ser conhecidas por pessoas autorizadas, como
seu médico. No entanto, se qualquer informacéo for divulgada em relatério ou publicagéo, isto
sera feito através de codigos, para que a sua identidade seja preservada e seja mantida a
confidencialidade.

I) As despesas necessarias para a realizacdo da pesquisa (exames laboratoriais) ndo sdo de sua
responsabilidade e pela sua participacdo no estudo vocé ndo recebera qualquer valor em
dinheiro. Vocé tera a garantia de que problemas como: manchas roxas na pele e dor no local
da picada da agulha para coleta do sangue decorrentes do estudo serdo tratados no préprio
servi¢co de Endocrinologia Diabética do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana
- (Rua General Carneiro, 181, Curitiba-PR).

m) Quando os resultados forem publicados, ndo aparecera seu home, e sim um codigo.

Eu, li esse termo de
consentimento e compreendi a natureza e objetivo do estudo do qual concordei em participar. A
explicacdo que recebi menciona os riscos e beneficios. Eu entendi que sou livre para interromper
minha participacdo a qualguer momento sem justificar minha decisdo e sem que esta decisdo afete
meu tratamento.

Eu concordo voluntariamente em participar deste estudo, e autorizo a coleta, o
armazenamento e guarda do meu sangue para futuras pesquisas, sabendo que a cada nova
pesquisa, serei contatado para consentir ou ndo o novo uso de minha amostra, o qual sera

formalizado através de um TCLE especifico.

(Assinatura do sujeito de pesquisa ou responsavel legal)

Local e data

Assinatura do Pesquisador



