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RESUMO

Diabetes mellitus tipo 1 (DM1) é uma doenca grave que afeta um grande numero de
pacientes jovens. E caracterizada pela incapacidade do organismo para produzir
insulina devido a destruicdo auto-imune das células beta pancreéticas. Corresponde
cerca de 10% do numero de diabéticos e tem aumentado cerca de 3% a cada ano,
ocorrendo principalmente em criangcas. O objetivo do trabalho foi avaliar a
associacdo de polimorfismos de nucleotideo Unico dos genes da Insulina
(rs3842752) e PAX4 (Paired Box4) (rs 2233575 e rs712701) com o DM1 em um
estudo de caso-controle e a correlagdo destas variacbes com os marcadores
bioguimicos de perfil glicémico (glicose, Hemoglobina glicada , 1,5-AG), perfil lipidico
(colesterol total, colesterol-HDL, colesterol-LDL, triglicerideos), funcédo renal (ureia,
creatinina) e, dados clinicos das criancas estudadas (idade, peso, IMC, Z-score,
histérico familiar de DM, histérico de cetoacidose diabética). Foram estudadas 316
criangas Euro-brasileiras, néo relacionadas, sendo 148 criangas com DM1 e 168
criancas saudaveis (grupo controle). As genotipagens dos polimorfismos
selecionados para o estudo foram realizadas por PCR-RFLP (rs3842752 e
rs2233575) e por TagMan® (rs712701). O projeto teve aprovacao do comité de ética
da UFPR (CAAE: 24676613.6.0000.0102). Criancas com DM1 apresentaram Z-score
significativamente menor (P<0,05) quando comparado ao grupo controle. As
concentragcfes seéricas de glicemia em jejum, HbAlc, colesterol total, HDL, LDL,
ureia e creatinina foram significativamente maiores no grupo com DML1. Entretanto, o
grupo controle apresentou concentracdes séricas significativamente maiores quanto
a 1,5-AG, triglicérides, acido urico e proteinas totais. Os polimorfismos em estudo
estdo no equilibrio de Hardy-Weinberg. Para o grupo saudavel os alelos de menor
frequéncia apresentaram respectivamente 15,8% (95%IC 12-20) para o rs3842752,
26,5% (95%IC 22-31), para o rs712701. Ja o rs2233575 nado se detectou o alelo de
menor frequéncia. O polimorfismo rs712701 do gene PAX4 nao foi associados ao
DM1. O polimorfismo rs3842752 foi associado ao aumento de glicose e creatinina no
grupo DM1. As frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo rs3842752 do
gene da insulina apresentaram diferencas significativas (P<0,05) entre os grupos
estudados, sendo associado ao DM1. Portadores do alelo T possuem risco reduzido
para desenvolver DM1 em cerca de um terco com OR: 0,31 (95%IC 0,17-0,55) e os
portadores do alelo C possuem risco aumentado em cerca de 3 vezes de
desenvolver DM1 com OR: 3,28 (95%IC 1,83-5,87).

Palavras chave: Diabetes mellitus tipo 1; Polimorfismos de uUnico nucleotideo;
Variabilidade genética.



ABSTRACT

Type 1 diabetes mellitus (T1DM) is a severe disease affecting a large number of
young patients. It is characterized by the body’s inability to produce insulin due to the
autoimmune destruction of the beta cells in the pancreas. It corresponds to about
10% of the number of diabetics and has increased about 3% per year, occurring
mostly in children. The aim of the study was to evaluate the association of single
nucleotide polymorphisms of Insulin gene (rs3842752) and PAX4 (Paired Box4) (rs
2233575, and rs712701) with T1D in a case-control study, and the correlation of
these changes with biochemical markers of glycemic profile (glucose, HbAlc, 1,5-
AG), lipid profile (total cholesterol, HDL-cholesterol, LDL-cholesterol, triglycerides),
renal function (urea, creatinine), total protein, albumin, uric acid, and clinical data of
the children (age, weight, BMI, Z-score, DM family history, diabetic ketoacidosis
history). Have been studied 316 Euro-Brazilian children, and the subjects were
classified as T1D patients (T1DM, n= 148), and healthy children (control, n= 168).
The genotyping of the polymorphisms was performed by RFLP-PCR (rs3842752, and
rs2233575), and by the method TagMan® (rs712701). The project was approved by
the Ethics Committee UFPR (CAAE: 24676613.6.0000.0102). Children with TIDM
presented Z-score lower compared to the control group. Serum concentrations of
fasting glucose, HbAlc, total cholesterol, HDL, LDL, urea and creatine were
significantly higher in the group with T1D. However, the control group had
significantly higher serum concentrations as 1,5-AG, triglycerides, uric acid and total
protein. The studied variants were in the Hardy- Weinberg equilibrium. For the control
group, the frequency of minor alleles was 15.8% (95% CI 12-20) for rs3842752,
26.5% (95% CI 22-31) for rs712701 respectively, while for the rs2233575 was not
observed allele lower frequency. The rs712701 polymorphism, in the PAX4 gene was
not associated with T1D. The rs3842752 polymorphism was associated with
increased glucose and creatinine in T1DM group. The genotype and allelic
frequencies of the rs3842752 polymorphism of the insulin gene, differed significantly
between the study groups (P<0.05), being associated with T1D. Carriers of the T
allele of rs3842752 have a reduced risk to develop T1D in about one third OR: 0.31
(95% CI 0.17 to .55). However, carriers of the C allele have an increased risk by
about 3 times to develop T1DM, OR: 3.28 (95% CI 1.83 to 5.87).

Key-words: Type 1 diabetes mellitus; Single nucleotide polymorphisms; Genetic
variability.
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1.INTRODUCAO

O Diabetes mellitus (DM) é considerado uma das doencas crbnicas mais
comuns em quase todos os paises (SURANI et al., 2015), e tem aumentado
significativamente devido ao estilo de vida, como falta de atividade fisica e
obesidade (SHAW; SICREE; ZIMMET, 2010; WHITING et al.,, 2011). Como
consequéncia, a condicdo diabética acelera a aterogénese, infarto do miocéardio e
acidente vascular cerebral, bem como leva ao desenvolvimento de complicacdes
microvasculares, sendo as trés principais: retinopatia, nefropatia e neuropatia
(BROWNLEE, 2001; STERN et al., 2002; SAKURAI et al., 2003; NAKA et al., 2004;
WAUTIER; SCHMIDT, 2004; YONEKURA et al., 2005).

Diabetes mellitus tipo 1 (DM1) é uma doenca auto-imune severa
caracterizada por um desequilibrio entre a destruicdo auto-imune e a insuficiente
regeneracdo das células beta nas ilhotas de Langerhans, resultando em uma
progressiva inabilidade na producdo de insulina. E mediada pela combinacdo de
fatores ambientais e genéticos (TRIPLITT et al., 2000; ATKINSON; EISENBARTH,
2001; BIASON-LAUBER et al., 2005; PIHOKER et al., 2005).

A insulina € um hormonio importante no DM1 e varia¢des alélicas no gene da
insulina (INS) conferem susceptibilidade ao DM1. (PUGLIESE, 2010). Variacdo
proxima ao INS é categorizada por polimorfismos em um elemento VNTR (Variable
Number of Tandem Repeats; repeticdbes em numero variavel sequenciais), que
dependendo do genotipo, classe | ou lll, esta associado a susceptibilidade ou
protecdo respectivamente (BENNETT et al., 1995).

Fatores transcricionais fornecem informacdes genéticas para diferenciacdo e
desenvolvimento das células beta pancreaticas (SERVITJA; FERRER, 2004).
Algumas mutacBes em genes que codificam fatores transcricionais tém sido
reportadas em outras formas de diabetes (FAJANS; BELL; POLONSKY, 2001). O
gene PAX4 (Paired Box4) € essencial para diferenciacdo e funcionamento das
células beta. Inativacdo de PAX4 em camundongos mostrou auséncia de producao
de insulina madura e severa sindrome diabética apds nascimento (NAPOLITANO et
al., 2015).

O aumento crescente da prevaléncia do DM, 0s enormes custos associados a
doenca e suas complicacdes, e evidéncias convincentes de que prevencdo €

possivel, contribuem para intensos esfor¢cos na pesquisa atualmente focados nesta



18

doenca. A medida que o conhecimento sobre a patogénese do DM aumenta,
incluindo o papel de varios componentes genéticos, este conhecimento sera
incorporado no cuidado clinico e traduzido em informacdes significativas para os
pacientes (NEWELL, 2004).

Diante disso, o presente estudo busca avaliar a variabilidade de genes
diabetogénicos, bem como sua relagdo com outros biomarcadores, com a finalidade
de ampliar o conhecimento dos processos fisiopatolégicos associados ao Diabetes
mellitus tipo 1.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Estudar variacfes genéticas nos genes da Insulina e PAX4 associadas ao
Diabetes mellitus tipo 1 e correlacionar com biomarcadores de controle glicémico,
perfil lipidico e funcéo renal.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Selecionar pacientes com Diabetes mellitus tipo 1 e controles
saudaveis;

e Genotipar polimorfismos nos genes da insulina (rs3842752) e PAX4 (rs
712701 e rs 2233575) em pacientes com DM1 e individuos saudaveis
(controles);

e Identificar as frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos
associados ao diabetes tipo 1 em uma amostra da populacdo
brasileira;

e Correlacionar as variagdes genéticas nos grupos estudados com
biomarcadores de controle glicémico, perfil lipidico e funcéo renal,

e Associar as variacdes genéticas em estudo com as caracteristicas dos

pacientes estudados e biomarcadores séricos.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 DIABETES MELLITUS

O Diabetes mellitus (DM) é caracterizado como um grupo de doencas
metabdlicas que tem por principal caracteristica a hiperglicemia resultante de
defeitos na secrecao de insulina, na sua acédo ou em ambos (ERGUN-LONGMIRE;
MACLAREN, 2000; SBD, 2016).

De acordo com a Associacdo Americana de Diabetes (ADA), a classificacao
do Diabetes mellitus (DM) é baseada na etiologia da doenca e dividida em quatro
categorias (ADA, 2016):

e Diabetes mellitus tipo 1 (DM1): resultante da destruicdo das células
beta pancreaticas que leva a uma deficiéncia absoluta de insulina;

e Diabetes mellitus tipo 2 (DM2): resultante de um defeito na secregao de
insulina e da resisténcia a insulina;

e Diabetes mellitus Gestacional (DMG): diagnosticado no segundo ou
terceiro trimestre de gestacdo nao sendo diabetes evidente; e

e Tipos especificos de diabetes devido a outras causas: defeitos
genéticos na funcao das células beta, MODY, (maturity onset diabetes
of the Young), doencas do pancreas, tais como fibrose cistica, inducéo
guimica ou por drogas, tais como tratamento para HIV ou apos

transplante de érgéos.

Existem também duas categorias referidas como pré-diabetes, séo elas:
e glicemia de jejum alterada e,
e tolerancia a glicose diminuida.

O pré-diabetes caracteriza um conjunto de fatores de risco para o
desenvolvimento de DM e doencas cardiovasculares (SBD, 2016).

A insulina € um horménio pancreatico secretado pelas células beta das ilhotas
de Langerhans. A sintese deste horménio inicia com o polipeptideo pré-proé-insulina
gue é processado a pro-insulina, e na sequéncia em insulina madura a partir da
clivagem do peptideo C (PUGLIESE; MICELI, 2002).
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A falta, ou ineficicia desse hormbnio, resulta em hiperglicemia, que ao longo
do tempo promove danos que levam a complicagbes e riscos associados ao
diabetes (IDF, 2015). As complicacBes frequentes associadas a hiperglicemia
cronica séo a perda de funcao e faléncia de alguns 6rgaos, especialmente de olhos,
rins, nervos, coracdo e vasos sanguineos (RAGHAV; AHMAD, 2014; ADA, 2016).

A frequéncia crescente do diabetes est4 relacionada ao aumento da
mortalidade por cetoacidose diabética, gangrena e nefropatia, ou, indiretamente,
através de sua associacdo com outras condi¢des como as doencas cardiovasculares
(ADAIR; RAO, 2010).

As complicacdes associadas ao DM representam um impacto significativo nos
custos relacionados a saude. Em 2014 as estimativas dos custos mundiais
relacionados ao DM mundialmente foram de 612 bilhdes de ddlares,
correspondendo a mais que 10% dos custos totais relacionados a saude (IDF,
2015). A maioria dos paises gastam entre 5%-20% de suas despesas totais
relacionadas a saude com o diabetes. Em muitos paises ainda nao existe a
consciéncia do impacto econdémico e social que o DM causa, e iSso constitui uma
importante barreira para efetivas estratégias de prevencao e melhoria no diagnostico
e tratamento da doenca (IDF, 2015).

3.2 EPIDEMIOLOGIA

O Diabetes mellitus (DM) é considerado a epidemia do século (KHARROUBI;
DARWISH, 2015), sendo uma das principais causas de morbidade e mortalidade no
mundo (GUARIGUATA, 2012; YISAHAK et al., 2014). E uma patologia que vem
crescendo rapidamente (WILD et al., 2004), e é provavel que continue a crescer nas
proximas décadas (GUARIGUATA et al., 2014).

As estimativas globais de prevaléncia de diabetes vém demonstrando
aumento ao longo dos dultimos 15 anos; no entanto, as Ultimas estimativas
superaram projecdes feitas anteriormente (GUARIGUATA et al.,, 2014). King e
colaboradores (1998) projetaram que o numero de adultos com diabetes chegaria a
300 milhdes em 2025, no entanto, o numero de diabéticos em 2013 foi de 382
milhées (GUARIGUATA et al., 2014) e em 2015 foi de 415 milhdes, com uma
estimativa de projecdo de 642 milhdes em 2040 (IDF, 2015). No Brasil, os dados
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nacionais nao sao precisos, e diabetes deve afetar entre 6-12% da populacao,
representando quase 25 milhdes de pessoas (DAHER, 2015).

Em 2015 mais de meio milhdo de criangcas foram diagnosticadas com
diabetes tipo 1 (DM1) no mundo. Apesar de ser menos comum que o diabetes tipo 2
(DM2), o DM1 tem aumentado cerca de 3% a cada ano, ocorrendo principalmente
em criangas (IDF, 2015).

A Europa possui 0 maior numero de criancas com DM1, sendo de
aproximadamente 140.000 casos, com um aumento em torno de 21.600 novos
casos por ano. Ja o numero de criangas com DM1 no mundo é de 542.000 (IDF,
2015). Deve ser ressaltado que nesta classificacdo o Brasil ocupa o terceiro lugar
com cerca de 31.000 casos de DM1 (Figura 1).

FIGURA 1 - DEZ PAISES COM MAIOR NUMERO DE CRIANCAS (0-14
ANOS) COM DIABETES TIPO 1

1 EstadosUnlidcrs daﬂumélrica 84,100
2| India | | 70,200
3| Brasil : 30,900
4/ China 30,500

Reino Unido 19,800
6| Federacéo Russa 18500
7| Arabia Saudita 16.100
5| Alemanha 15 800
5 Nigéria 14,400
10, México 13,500
0,000 20,000 40,000 60,000 80,000

A prevaléncia de criangcas (0-14 anos) com DM1 nos diferentes paises,
apresenta-se alta, com destaque para o Brasil, que se encontra em
terceiro lugar no ranking dos dez paises com maior nimero de criangas
com DM1.

FONTE: Adaptado de (IDF, 2015).

As estimativas, atual e futura, do nimero de diabéticos sdo importantes para
programar recursos e conduzir programas de promoc¢do de saude, bem como

incentivo ao conhecimento e prevencédo da patologia (GUARIGUATA et al., 2014;
YISAHAK et al., 2014).
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3.3 DIABETES MELLITUS TIPO 1 (DM1) IMUNOMEDIADA (DM1A)

O Diabetes mellitus tipo 1 (DM1) € uma doenca metabdlica crénica onde
ocorre destruicdo parcial ou total das células beta pancreaticas presente nas ilhotas
de Langerhans, o que acarreta na incapacidade de produgcdo do hormoénio insulina
(KERNER; BRUCKEL, 2014; SBD, 2016). O DM1 ocorre primariamente na infancia,
no entanto pode ser diagnosticado em qualquer faixa etaria (FOWLER, 2007).
Designado anteriormente como diabetes juvenil ou diabetes insulino-dependente,
essa forma corresponde de 5-10% do numero de casos de diabetes no mundo
(ADA, 2016). O tratamento € baseado na administracdo de insulina exdgena
diariamente, a fim de controlar a glicemia (IDF, 2015).

DM1 é subdividido em tipo 1A e 1B. O diabetes imunomediado (DM1A)
consiste na forma de DM1 predominante, e resulta da destruicdo imunomediada das
células beta pancreaticas. Este tipo de diabetes apresenta, como caracteristica, a
presenca de marcadores auto-imunes de destruicdo das células beta. Estes
marcadores (auto-anticorpos), sdo uteis para o diagndéstico e confirmacao deste tipo
de diabetes (WINTER; SCHATZ, 2011). Apesar do DMl ser usualmente
caracterizado como uma patologia autoimune algumas formas nao possuem
etiologias conhecidas. Sdo as chamadas formas idiopaticas, diabetes idiopatico
(DM1B), onde os pacientes apresentam insulinopenia permanente com propensao a
cetoacidose, e que, no entanto, ndo tem nenhuma evidéncia de ser auto-imune (néo
apresentam auto-anticorpos circulantes contra estruturas das células beta).
Normalmente se enquadram nessa categoria os ascendentes de Africanos ou
Asiaticos que herdaram a patologia (ADA, 2016).

O diabetes imunomediado (DM1A) primariamente ocorre em hospedeiros com
susceptibilidade genética expostos a um numero de potenciais gatilhos ambientais
(Figura 2). O resultado é a ativacdo de células do sistema imune que promovem a
destruicdo das células beta pancreaticas (BROOKS-WORRELL; PALMER, 2011;
ADA, 2016). O quadro histopatologico do DM1 entre 60-90% dos casos €
caracterizado por insulite, ou seja, um infiltrado inflamatério de linfécitos, macrofagos
e células dendriticas, com predominancia de linfécitos T, que se deve a um
desequilibrio nos mecanismos de tolerdncia aos antigenos proprios. Uma vez
ocorrido a insulite, as células beta sédo reduzidas e funcionalmente suprimidas, com
deplecdo do contetdo de insulina (SILVA; MORY; DAVINI, 2008). O processo de
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destruicdo das células beta comeca quando os macrofagos e células dendriticas
apresentam antigenos das células beta as células T CD4+ através do complexo de
histocompatibilidade principal (MHC). Através de uma serie de interleucinas
sinalizadoras, células T CD4+ sdo ativadas, que por sua vez ativam as células T
CD8+ diretamente responsaveis por causar a morte das células beta (YOON; JUN,
2005). A morte das células beta resulta na liberacdo de antigenos intracelulares
adicionais e permite que células apresentadoras de antigenos posteriormente
acessassem auto-antigenos tipicamente sequestrados. A amostragem continua
destes auto-antigenos conduz a ativacdo das células T autoreativas adicionais
através da amplificacdo da resposta auto-imune inicial (propagacao de epitopos)
(VAN BELLE; COPPIETERS; VON HERRATH, 2011; GAN; ALBANESE-O'NEILL,;
HALLER, 2012). A positividade de auto-anticorpos € o primeiro sinal detectavel de
uma resposta autoimune em curso (VAN BELLE; COPPIETERS; VON HERRATH,
2011), embora néo se acredite que os auto-anticorpos sejam o fator causador da
doenca (GAN; ALBANESE-O'NEILL; HALLER, 2012). Resumidamente, para o
desenvolvimento da resposta imune do DM1 existem trés pré-requisitos: 1°) Ativacéo
de células T; 2°) Infiltrado inflamatorio; e 3°) falha na regulacdo da resposta imune
(WALLBERG; COOKE, 2013).
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Essa figura representa a massa de células beta (linha laranja), bem como as diferentes fases imunolégicas (colunas), que ocorrem em
locais anatémicos relevantes (escrito a direita). Conforme a linha laranja decai, ha perda da funcéo da célula beta-pancreatica e o
individuo é clinicamente diagnosticado com DML. Inicialmente o individuo apresenta suscetibilidade genética e um gatilho ambiental. No
pancreas € liberado interferon alfa (IFN) e subsequentemente MHC de classe |, que exp8e as células beta ao ataque de células T auto
reativas CD8+ com especificidade para antigenos do péncreas. Consequentemente, os antigenos de células beta liberados séo
captados por células apresentadora de antigenos (APCs) e transferido para drenagem linfatica nos linfonodos. O gatilho ambiental
causou um ambiente pro-inflamatorio que favoreceu a resposta de células T efetoras levando a perda de funcao de células T regulatorias
(Treg). Os antigenos de células beta apresentados nesse contexto pré-inflamatorio, e com o auxilio de CD4+ inicia a conversdo de
células B em células plasmaticas e o aparecimento de autoanticorpos da insulina. Além disso, as células T CD8+ autoreativas sao
estimuladas a proliferar e migrar no pancreas. O estresse induzido por essa segunda onda de morte de células beta envolvendo
perforinas, INF, e fator de necrose tumoral (TNF), faz com que algumas células beta interrompam a producdo de insulina. A morte
também provoca a liberacdo de novos antigenos de células beta, que sdo apanhados pelas APCs, e transportados para os linfonodos
pancreaticos juntamente com células B. Isso leva ao surgimento de novas especialidades de células T e B. Uma nova onda de morte de
células beta, é, portanto, mais severa, que geralmente resulta em deplecdo de massa e funcao de células beta. A remissédo temporaria
do diabetes ap6s ser diagnosticado clinicamente é conhecida como fase de “lua de mel” onde com o inicio da administragdo de insulina
exégena, surpreendentemente o processo inflamatorio estimula as células Treg a fazer a regulacdo da resposta imune, ocorre entao,
uma proliferacdo de células beta, que leva a uma pausa do desenvolvimento do DM1. Essa pausa € tempordria e relativa a cada
individuo. Normalmente o DML1 é diagnosticado quando restam apenas de 10 a 30% de células beta funcionais.

Fonte: Adaptado de: (VAN BELLE; COPPIETERS; VON HERRATH, 2011).
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A destruicdo das células beta pancreaticas € um processo que pode levar
meses ou anos, e a sintomatologia e diagnostico estdo associadas a destruicdo de
pelo menos 80% da massa das ilhotas de Langerhans, produtoras de insulina (SBD,
2016). Quando ocorre a manifestacdo da doenca, com presenca de hiperglicemia e
cetose, as células secretoras de insulina jA se apresentam em numero bem
diminuido ou praticamente ausentes (VAN BELLE; COPPIETERS; VON HERRATH,
2011).

A evolucdo do DM1 ocorre em quatro fases: 1) Fase pré-clinica:
autoimunidade contra células beta pancreética, com consequente diminuicdo aguda
e progressiva da resposta insulinica a glicose; 2) Inicio do DM clinico; 3) Remisséo
Transitoria (“lua-de-mel”); 4) DM associado a complicacdes agudas, cronicas, e Obito
(VAN BELLE; COPPIETERS; VON HERRATH, 2011). Apesar dessa sequéncia de
eventos fornecer uma explicacdo unificadora no processo do DM1, alguns autores
argumentam que a progresséo da doenga nao € linear, mas apresenta variabilidade
individual (CHATENOUD; BLUESTONE, 2007).

Como a patogénese do DM1A é multifatorial, existem alguns aspectos que
ainda permanecem desconhecidos. Estudos adicionais sdo necessarios para maior
esclarecimento dos mecanismos patogénicos, e desenvolvimento de novas

estratégias diagnosticas e de tratamento (HEROLD et al., 2013).

3.3.1 Suscetibilidade genética

A susceptibilidade ao DM1 é um traco herdado. Contudo, em mais de 85%
dos casos ocorrem na auséncia de um parente de primeiro grau afetado. Diabetes
com inicio antes dos 5 anos de idade é um marcador de alto risco familiar e sugere
um papel maior para os fatores genéticos. O irmdo gémeo de uma crianca que
apresentou DM1 antes dos 5 anos de idade possui um risco cumulativo de 3-5 vezes
maior de DM na idade de 20 anos quando comparado ao irmdo gémeo de uma
crianca que apresentou DM1 entre os 5-15 anos de idade (GILLESPIE; GALE;
BINGLEY, 2002). Individuos com um parente de primeiro grau afetado possuem um
risco de 1 em 20 (5%) de desenvolverem DM1 ao longo da vida, comparados a
populacdo em geral que apresentam um risco de 1 em 300 (0,3%) (REDONDO;
FAIN; EISENBARTH, 2001). Criancas de um pai afetado possuem o risco de 1 em

14 (7%), enquanto que de méae afetada apenas de 1 em 50 (2%), o que
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presumivelmente constitui uma evidéncia de fatores ambientais e potencialmente
epigenéticos estejam envolvidos (HAMALAINEN; KNIP, 2002). Gémeos
monozigoticos e heterozigdticos possuem uma taxa de concordancia entre 30-50% e
6-10%, respectivamente (HALLER; ATKINSON; SCHATZ, 2005).

A hereditariedade da susceptibilidade e protecdo ao DM1 sdo multifatoriais e
poligénicas (SINGAL; BLAJCHMAN, 1973; BONIFACIO; ZIEGLER, 2010).

3.3.2 Fatores Ambientais

Acredita-se que fatores ambientais desempenham um papel significante no
desencadeamento do DM1. A discordancia entre taxas de desenvolvimento de DM1
entre gémeos idénticos constitui uma das melhores observacbes que suporta a
existéncia de gatilhos ambientais no DM1 (AKERBLOM; KNIP, 1998).

Varios agentes etiolégicos tém sido apontados como fatores desencadeantes
para resposta autoimune (MACLAREN; ATKINSON, 1992). Entre eles estdo dieta
(introducéo tardia e abrupta de cereais), exposicdo a proteinas do leite de vaca
(albumina de soro bovino e betalactoglobulina), deficiéncia na suplementacdo de
vitamina D, infeccOes virais (por exemplo: Coxsackie A ou B, enterovirus, rubéola,
citomegalovirus, ECHO, Epstein—Barr, caxumba, retrovirus), drogas, toxinas
(pesticidas, compostos N-nitrosos, agentes de tipo aloxano ou agentes semelhantes
a estreptozotocina que induzem danos oxidantes as células beta), habitos de higiene
e estresse (AKERBLOM et al., 2002; KNIP; VIRTANEN; AKERBLOM, 2010; GAN;
ALBANESE-O'NEILL; HALLER, 2012). No entanto, ndo foi encontrado nenhum
gatiiho ambiental especifico que cause claramente ou definitivamente DM1
(KANTAROVA,; BUC, 2007; ATKINSON; EISENBARTH; MICHELS, 2014).

N&do surpreendentemente, as interacfes gene-ambiente sdo altamente
variaveis de pessoa para pessoa. Fatores genéticos podem predominantemente
constituir risco para pessoas jovens, enquanto que exposi¢cdo ambiental pode ser
mais importante com o aumento da idade. Um estudo prospectivo multicéntrico
internacional envolvendo a Finlandia, Alemanha, Suécia e Estados Unidos, TEDDY
(The Environmental Determinants of Diabetes in the Young) foi iniciado em 2003
com o objetivo de identificar gatilhos ambientais do DM1 em individuos
geneticamente susceptiveis (GAN; ALBANESE-O'NEILL; HALLER, 2012).
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3.3.3 Critérios de diagnostico no DM1

Os sintomas classicos de polidria, polidipsia, e polifagia associados a
hiperglicemia aparecem como marcas de diagnostico de DM1 em criancas e
adolescentes, e em menor propor¢cdo em adultos. A cetoacidose é normalmente a
manifestacdo inicial que antecede o diagnostico do DM1 (ATKINSON;
EISENBARTH; MICHELS, 2014).

Para o diagnostico de DM1, a manifestacdo clinica associada a sintomas,
com uma glicemia ao acaso > 200 mg/dL pode diagnosticar o paciente.

Atualmente sdo aceitos 0s seguintes critérios para o diagndstico do Diabetes
mellitus (CRAIG et al., 2014; KERNER; BRUCKEL, 2014; ADA, 2016; SBD, 2016):

e Sintomas classicos de hiperglicemia acrescidos de glicemia casual =
200 mgl/dL. Entende-se por glicemia casual aquela realizada a
gualquer hora do dia, independentemente do horario das refeicdes;

e Glicemia de Jejum = 126 mg/dL. Em caso de pequenas elevagdes da
glicemia, o diagnostico deve ser confirmado pela repeticdo do teste no
outro dia;

e Glicemia de 2 horas pos-sobrecarga de 75 g de glicose = 200 mg/dL. O
teste de tolerancia a glicose deve ser realizado com os cuidados
preconizados pela Organizacdo Mundial de Saude, com coleta para
diferenciacdo de glicemia em jejum e 120 minutos apds a ingestao de
glicose;

e Hemoglobina Glicada = 6,5%. O teste deve ser realizado em
laboratorio utilizando método certificado pela NGSP normalizado ou
rastreavel para o DCCT. A utilidade da HbAlc isolada no diagndstico
do DM1 em criancas € controversa.

Na auséncia de hiperglicemia evidente, os resultados devem ser confirmados
pela repeticdo do teste em outro dia. Quando a glicose plasmatica casual (ou
randémica) se encontrar elevada (2200 mg/dL) em individuos assintomaticos o
ensaio deve ser confirmado com um teste alternativo. No caso de hiperglicemia
sintomatica, o diagnostico pode ser feito e um teste confirmatério ndo é requerido
antes de iniciar o tratamento. Individuos em que o DM1 seja possivel (jovem ou
magro ou com hiperglicemia assintomatica, especialmente com cetonuria ou

cetonemia) os testes confirmatdrios ndo devem atrasar o inicio do tratamento
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evitando a répida deterioracdo. Se resultados de dois testes estdo disponiveis e
ambos estdo acima do valor de corte, o diagnéstico do diabetes é confirmado
(CRAIG et al., 2014).

Auto-anticorpos especificos para as ilhotas estdo frequentemente presente
meses a anos antes do inicio clinico do DM1 e persiste com duracao variavel apos o
inicio, tornando-se ferramentas Uteis por fornecerem evidencia soroldgica de ataque
auto-imune em progresso e sua progressdo esta associada com a magnitude da
resposta imune e com a idade de aparecimento dos auto-anticorpos no individuo. Os
auto-anticorpos especificos para as ilhotas podem aparecer bem cedo durante a
vida, como no caso de criancas (ACHENBACH et al., 2005), e sédo preditores de
desenvolvimento posterior de DM1, com 90-95% de positividade para pelo menos
um anticorpo em pacientes recém diagnosticados (ZIEGLER et al., 1999; BARKER
et al., 2004; HUMMEL et al., 2004; JAHROMI; EISENBARTH, 2007). Auto-anticorpos
associados ao DM1 incluem: auto-anticorpos citoplasmaticos anti-ilhotas (islet cell
autoantibodies — ICA), auto-anticorpos antidescarboxilase do acido glutamico
(glutamic acid decarboxylase autoantibodies - GADA), auto-anticorpos antiproteina
de membrana com homologia as tirosinofosfatases ou anti-antigeno 2 do insulinoma
(insulinoma associated 2 autoantibodies - 1A-2A), auto-anticorpos anti-insulina
(insulin autoantibodies - IAA), e auto-anticorpos antitransportador de zinco 8 (zinc
transporter autoantibodies - ZnT8). O namero de anticorpos presentes no soro do
paciente fornece uma util informacédo sobre o risco para DM1, e a presenca de
multiplos anticorpos € muito mais preditiva do que a presenc¢a de um Unico anticorpo

ou combinacao especifica de anticorpos (ORBAN et al., 2009).

3.3.4 Tratamento

O tratamento do DM1A é realizado com utilizacao de insulina exégena, devido
a destruicdo de células beta, e é imprescindivel que seja instituido assim que a
doenca for diagnosticada (SBD, 2016).

A descoberta da insulina € considerada um marco histérico no tratamento do
DM (PIRES; CHACRA, 2008), e tem como principal objetivo manter as
concentragbes proximas de normoglicemia, para evitar complicacdes agudas e
cronicas (MALIK; TAPLIN, 2014).
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As primeiras insulinas disponibilizadas foram a Regular e a NPH (Neutral
Protamine Hagedorn) (PIRES; CHACRA, 2008). Com o advento da biologia
molecular, surgiram os analogos de insulina com acao ultrarrapida (lispro, asparte, e
glulisina), e posteriormente os analogos de acado lenta, que contribuiram para o
melhoramento do controle glicémico, por possuirem perfis proximo ao fisioldgico
(SBD, 20186).

A figura 3 apresenta os diferentes tipos de insulina, e seus analogos, bem
como o tempo de acao, e a concentracdo plasmatica de cada uma.

FIGURA 3 - REPRESENTACAO FARMACOCINETICA DAS INSULINAS E SEUS ANALOGOS.
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Glulisina
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Detemir
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A figura apresenta os tipos de insulina e seus analogos, bem como e o inicio e tempo aproximado
de acdo. Na linha azul é possivel observar que a Aspart, Lispro, e Glulisina tem inicio de acdo em
minutos apos a administracdo, possui pico de 1-2 horas, e eu tempo de a¢édo é em torno de 4
horas. A Regular (linha vermelha) apresenta inicio de acdo também em minutos, no entanto um
pouco mais lenta do que as anteriores, possui pico de 2-4 horas, e a duragdo de sua agao ocorre
em torno de 7 horas. A NPH (linha verde) tem inicio de acdo em mais ou menos 1 hora, possui
pico em torno de 6 horas, e a durac@o da acéo € de mais ou menos 18 horas. A Detemir (linha
roxa), e Glargina (linha alaranjada) tem inicio de acdo em torno de 1-2 horas, possuem pico pouco
pronunciado, e acdo em torno de 24 horas.

FONTE: Adaptado de Pires e Chacra (2008).

Independentemente do tipo de insulina utilizada, as doses sdo adaptadas em
funcdo da necessidade diaria do individuo (MALIK; TAPLIN, 2014). Em criancas tem
sido utilizado o regime de multiplas injecfes diarias, com o objetivo de melhorar o
controle metabolico. E dificil atingir um controle glicémico 6timo em criangas, devido
ao maior risco de hipoglicemia derivado dos habitos alimentares e tipos de
atividades fisicas (SCHMID, 2007).
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As terapias atuais de insulina ainda ndo correspondem ao perfil de insulina
endogena de células beta pancreéticas, podendo levar a um estado de hipoglicemia
e cetoacidose em criangas e adolescentes com DM1A (MALIK; TAPLIN, 2014). A
seguranca e 0 sucesso do tratamento dependem de um bom monitoramento
glicémico (SBD, 2016).

3.3.5 Complica¢cbes Agudas

A cetoacidose diabética e a hipoglicemia grave sdo as principais
complicacbes agudas, e apesar de poderem ser evitadas com um bom controle
glicémico, constituem o principal risco de vida em criancas com DM1A (REWERS, A.
et al., 2002; FORBES; COOPER, 2013).

A cetoacidose € a consequéncia de uma deficiéncia de insulina circulante,
combinada com aumento das concentracbes de hormoénios contra-regulatorios
(glucagon, cortisol, catecolaminas, e hormdénio do crescimento). Essa combinacao
leva ao aumento da producdo de glicose pelo figado, bem como a utilizacdo de
gorduras para a producdo de energia, causando assim um estado de hiperglicemia,
cetonemia, cetonuria, diurese osmatica, desidratacdo, e perda de eletrélitos. Os
sinais e sintomas apresentam-se como nauseas, vomitos, dor abdominal e letargia.
Caso nao tratado a tempo com insulina exégena, e terapia de fluidos e eletrdlitos,
esta complicacdo pode ser fatal (MACIAS GOMEZ; MARTINEZ Y MARTNEZ, 1977;
COOKE; PLOTNICK, 2008; RAGHUPATHY, 2015; AHMED; KAZI; KHAN, 2016).

A cetoacidose é considerada uma das principais causas de mortalidade entre
criancas com DM1A, e também estd associada a elevada morbidade neuroldgica a
longo prazo (COOKE; PLOTNICK, 2008). Complicacdes intracerebrais em diabéticos
com cetoacidose incluem o edema cerebral, o acidente vascular isquémico ou
hemorragico, e outros eventos intracranianos (ROSENBLOOM, 1990; BARROT;
HUISMAN; PORETTI, 2016), sendo o edema cerebral uma das complicacdes mais
graves e frequentes (MACIAS GOMEZ; MARTINEZ Y MARTNEZ, 1977; EDGE et
al., 2001; ROBERTS; SLOVER; CHASE, 2001).

Foi descrito que em apenas 50% dos casos o tratamento da cetoacidose é
bem sucedido, sendo mais eficaz nos diabéticos com diagndstico precoce e inicio de
intervencdo rapida. A prevencdo da cetoacidose diabética € o requisito mais

importante para evitar complicagdes intracerebrais no DM1 (ROSENBLOOM, 1990).
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A hipoglicemia, por sua vez, é comum em portadores de DM1A durante o
tratamento com insulina. A sintomatologia mimetiza alteragdes no sistema nervoso
central, com confusdo mental, convulsdes, e perda de consciéncia. A recuperagao
neuroldgica completa é frequente apds a correcdo da hipoglicemia no DM1,
entretanto, quando esses episédios sdo repetitivos, principalmente em criancgas,
podem acarretar distlrbios cognitivos permanentes (AGARDH; ROSEN; RYDING,

1983; NERY, 2008).

3.3.6 Complicacbes Crbnicas

A hiperglicemia crénica € responsavel pelo desenvolvimento de complicagdes
microvasculares (retinopatia, nefropatia e neuropatia) e macrovasculares (doenca
isquémica do coracdo, doenca cerebrovascular, e doenca vascular periférica)
(FLORYS et al., 2004; RUBIO CABEZAS; ARGENTE OLIVER, 2007).

Essas complicacbes acometem individuos com DM1A que apresentam a
doenca na faixa etaria em torno de 15 a 20 anos de idade, sendo incomum antes
dos 5 anos de idade. O controle glicEmico e o monitoramento adequado sao
essenciais para a prevencao das complicacbes crbnicas ou para retardar suas
manifestacdes (SBD, 2016).

Para a triagem da nefropatia se recomenda a quantificacdo da
microalbumindria e clearance (depuracdo) da creatinina apos 5 anos do diagnostico
do DM1, ou conforme controle glicémico e a idade do individuo. Para o diagnostico
da retinopatia, apesar de ser raro antes da puberdade, é recomendado exame
oftalmolégico completo aos 10 anos de idade, ou apds 3 a 5 anos do diagndstico. A
neuropatia também deve ser avaliada ap6s os 10 anos de idade ou 5 anos de
evolucdo da patologia, com a realizacdo de exame detalhado dos pés, incluindo
palpacao de pulsos, teste de reflexos, deteccéo de areas de pressao e calosidade, e

exame de sensibilidade com microfilamento (SBD, 2016).
3.3.7 Doencas autoimunes associadas ao DM1A
O DM1A é frequentemente associado a outras doengas autoimunes, sendo as

mais frequentes a doenca autoimune tireoidiana e a doenga celiaca. Apesar de

menos frequente, a deficiéncia de vitamina B12 por gastrite autoimune, doenga de
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Addison, hepatite autoimune, dermatomiosite e miastenia gravis também estéo
associadas ao DM1 (BARKER, 2006; SBD, 2016).

As doencas autoimunes tireoidianas apresentam uma frequéncia de
associacao ao DM1A de 17-30%. A positividade de anticorpos tireoidianos sugere a
disfuncdo da tireoide, sendo o hipotirecidismo o achado mais frequente. E
recomendado para triagem a dosagem de anticorpos antiperoxidade e
antitireoglobulina, seguida da dosagem de hormonio tireoestimulante (TSH) a cada 1
a 2 anos apos o diagnéstico (MANTOVANI; MANTOVANI; DIAS, 2007; SBD, 2016).

A doenca celiaca pode afetar 1-6% dos individuos que apresentam DM1A. A
dificuldade no crescimento, flatuléncia, hipoglicemia, constipacao intestinal e dor
abdominal sdo sintomas associados a doenca celiaca. A introducdo de uma dieta
isenta de gluten melhora o controle glicémico e garante a normalizacdo dos
sintomas na maioria dos casos (BARKER, 2006; SBD, 2016).

3.4. BIOMARCADORES:

3.4.1. Marcadores genéticos na predicdo do DM1

Os genes do antigeno leucocitario humano (Human leukocyte antigen- HLA) e
0s genes nao HLA desempenham papéis na génese do DM1. Genes de diversos loci
vém sendo estudados com relacédo a sua participacéo na predisposicao ou protecao
a doenca, e ja foram identificados cerca de 40 loci que parecem afetar a
suscetibilidade ao DM1A (ALIZADEH; KOELEMAN, 2008; CONCANNON; RICH;
NEPOM, 2009). A maioria destes genes associados ao DM1 esté relacionada com o
sistema imune e pode predispor o individuo a uma resposta imune ou inflamatdria
exacerbada a um dado estimulo, aumentando potencialmente o risco de auto-
imunidade. Outros, podem afetar a fungao da célula B-pancreatica e apresentacao
de antigeno (PIROT; CARDOZO; EIZIRIK, 2008; ATKINSON; EISENBARTH,;
MICHELS, 2014).

O HLA corresponde aos principais genes do complexo principal de
histocompatibilidade (major histocompatibility complex — MHC) em seres humanos e
esta localizado no braco curto do cromossomo 6 (locus IDDM1 - locus insulin-
dependent diabetes mellitus 1) (Figura 4). Os genes HLA sdo responsaveis pelas

respostas imunes celulares e desempenham um papel chave na autoimunidade
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(HORTON et al, 2004). O HLA apresenta aproximadamente metade da
susceptibilidade genética que leva ao risco de DM1 (NOBLE et al., 2010).

FIGURA 4 - LOCI DO MHC HUMANO - IDDM1

Q ) (L | Cromossomo 6
HLA
DP oM LMP TAP  DQ DR
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Regido centromerica Regido lelomérica
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Estrutura génica do MHC humano identificando os genes HLA de classe | (HLA-A, B e C), de
classe Il (HLA-DR, DQ, e DP), e os de classe Ill. Os genes TAP, LMP, e HLA-DM codificam
proteinas ndo expressas nas superficies celulares.

Fonte: Silva, Mory e Davin (2008).

As moléculas HLA de classe | sdo compostas por duas cadeias polipeptidicas
(cadeias alfa e f2-microglobulina), ligadas ndo covalentemente, e codificadas pelos
genes A, B, e C. Encontram-se expressas na superficie de células nucleadas, e
estdo relacionadas com o processamento e apresentacdo de antigenos
intracelulares aos receptores de células T (THORSBY; UNDLIEN, 1996; KELLY et
al., 2003). As moléculas de classe Il sdo compostas por duas cadeias polipeptidicas
alfa e beta, que se mantem associadas por ligacbes nado covalentes. Essas
moléculas sdo normalmente expressas por células apresentadoras de antigenos,
células B e T ativadas. O HLA-DR, HLA-DQ, e HLA-DP estéo envolvidos na ativacéo
de células T auxiliares que levam ao desenvolvimento da resposta imune
(THORSBY; UNDLIEN, 1996; KELLY et al., 2003). A regido de classe lll codifica
diversas moléculas com variadas funcgdes, entre elas estdo os componentes do
sistema complemento, fator de necrose tumoral e a proteina de choque térmico
(KELLY et al., 2003).

As moléculas de HLA de classe | e Il desempenham funcdo relevante na

ativacdo de respostas de células T, assim os genes que codificam essas moléculas
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associados maior a suscetibilidade ao DM1A (RONNINGEN et al., 1991; ERLICH, H.
A. et al., 1993; KELLY et al., 2003). Estudos mostraram que entre os diferentes tipos
de HLA, existem forte associagdo do DM1A com o HLA de classe Il (DR, DQ e DP)
em caucasianos (MIJOVIC et al.,, 1991; ERLICH, H. A. et al.,, 1993; JAHROMI;
EISENBARTH, 2007).

Pesquisas realizadas em diferentes populagdes investigaram o risco dos
haplotipos HLA-DRB1-DQB1 e observaram que varios haplotipos estdo associados
com diferentes espectros de risco para a doenca, variando de forte suscetibilidade
até quase completa protecéo (MIJOVIC et al., 1991; NOBLE et al., 1996; SHE, 1996;
PARK et al., 1998; CUCCA et al., 2001; SCHIPPER et al., 2001; KOELEMAN et al.,
2004). Os haplétipos que conferem grande suscetibilidade sdo os DRB1*0301-
DQA1*0501-DQB1*0201, e DRB1*0405-DQA1*0301-DQB1*0302 Ja os haplétipos
associados a protecdo sdo DRB1*1501-DQA1*0102-DQB1*0602, e DRB1*1401-
DQA1*0101-DQB1*0503 (THORSBY; UNDLIEN, 1996; ERLICH, H. et al., 2008).

Genes nao-HLA também podem estar associados a suscetibilidade ou
protecdo ao DM1A (JAHROMI; EISENBARTH, 2007). Como a maioria dos genes
associados com DM1A estdo aparentemente envolvidos na resposta imune, as
influéncias genéticas envolvem mecanismos que coletivamente contribuem para
uma resposta imune alterada. Esses mecanismos poderiam ser Uteis na explicacao
das diferentes taxas de progresséo para o desenvolvimento do DM1A entre adultos
e criancas (HOWSON et al., 2011; POLYCHRONAKOS; LI, 2011).

Polimorfismos associados ao DM1 tém sido encontrados nos genes da
insulina (INS), proteina tirosina fosfatase ndo receptora tipo 22 (protein tyrosine
phosphatase nonreceptor type 22 - PTPN22), subunidade alfa do receptor de
interleucina 2 (interleukin 2 receptor alpha - IL2RA), proteina 3 do adaptador SH2B
(SH2B adaptor protein 3 - SH2B3), proteina tirosina fosfatase néo receptora tipo 2
(protein tyrosine phosphatase nonreceptor type 2 - PTPN2), dominio lectina tipo C
membro A da familia 16 (C-type lectin domain family 16 member A - CLEC16 A),
ubiquitina associada e dominio SH3 contendo A (Ubiquitin associated and the SH3
domain containing A - UBASH3A) e antigeno 4 associado com Linfécito T Citotdxico
(cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 - CTLA4) (CONCANNON; RICH,;
NEPOM, 2009; POLYCHRONAKOS; LI, 2011). Polimorfismos nestes genes tém sido
utilizados para estratificar risco futuro em pessoas com genoétipos de risco HLA
(STECK et al., 2012).
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Outra classe de polimorfismo bastante estudada sdo o0s minissatélites,
também conhecidos como VNTR (Variable Number of Tandem Repeats; repeticées
em namero variavel sequenciais). Sao regides dispersas no genoma que contém um
namero variavel de sequéncias repetidas e enfileiradas, (tandem) de DNA, a partir
de uma sequéncia consenso que contém em torno de 10 a 15 pares de bases
(JEFFREYS; WILSON; THEIN, 1985). O numero dessas unidades de repeticdes
muda de individuo para individuo, sendo Unico para cada pessoa, servindo assim
como uma impresséo digital molecular (HARVEY; FERRIER, 2012).

A identificacdo de polimorfismos representa um passo importante na
compreensao da contribuicdo das variabilidades genéticas na predisposi¢cdo ou
protecdo a doencas (RISCH; MERIKANGAS, 1996). Em populacdes heterogéneas,
como a populacdo brasileira (miscigenacao de brancos-negros-indios), estudos de
associacao entre polimorfismos e a predisposicdo ou protecdo a doenca Sao
relevantes, uma vez que cada populacdo estudada pode apresentar um perfil
genético distinto, ndo necessariamente replicando experimentos realizados em
diferente base populacional.

No presente estudo foram selecionados os polimorfismos rs3842752 que se
encontra em desequilibrio de ligacgdo com o VNTR do gene da Insulina, e 0s
rs712701 e rs2233575 do gene Paired Box4 (PAX4).

3.4.1.1 Gene da Insulina Humana - INS

O gene da insulina (INS) (Figura 5) foi o primeiro candidato 6bvio para DM1,
em parte devido a existéncia de auto-anticorpos especificos para insulina. Além
disso, regibes proximas ao gene da insulina humana (OMIN:176730) tém sido
consistentemente ligadas ao DM1 por mais de duas décadas (locus insulin-
dependent diabetes mellitus 2 - locus IDDM2) (BELL; HORITA; KARAM, 1984;
JULIER et al., 1991; PUGLIESE; MICELI, 2002).
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FIGURA 5 - ESTRUTURA DO GENE DA INSULINA HUMANA.
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CDS (coding sequence): sequéncia de codificagcdo do DNA; UTR (untranslated region): regido nao
traduzida. Todas as unidades sdo em pares de base (pb).
Fonte: Adaptado de Jersey (2005).

O locus IDDM2 compreende uma regido no cromossomo 11pl5 onde se
encontram o minissatélite VNTR (Variable Number of Tandem Repeats), o gene de
insulina, e os genes tirosina hidroxilase (Tyrosine Hydroxylase - TH) e fator de
crescimento Il similar a insulina (Insulin-like Growth Factor Il - IGF2) (Figura 6), onde
a principal associacédo encontrada com DM1 localiza-se em torno do polimorfismo de
VNTR, numa regido de 4,1kb (BENNETT et al.,, 1995; BENNETT; TODD, 1996;
BARRATT et al., 2004; MAIER; WICKER, 2005; PUGLIESE, 2005).



FIGURA 6 - REPRESENTAC}AOA DO CROMOSSOMO 11p15.5, COM OS SITIOS DE
VARIABILIDADE GENICA NA REGIAO IDDM2.
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4.1kb do locus IDDM2 associado a suscetibilidade ao diabetes tipo 1.

TH: gene Tirosina Hidroxilase; VNTR: Variable Number of Tandem Repeats; INS: gene da Insulina;
IGF2: fator de crescimento insulina-simile. Os retdngulos abertos caracterizam os introns, o0s
fechados caracterizam os éxons, e 0s que apresentam hachuras sdo as regides nao transcritas. O
triangulo invertido identifica o sitio VNTR-INS.

Fonte: Adaptado de Bennett e Todd (1996).

A regido VNTR-INS apresenta uma sequéncia consenso composta por 14 a
15 pares de bases de oligonucleotideos (ACAGGGGTGTGGGG) que se repetem em
série. Os polimorfismos do VNTR-INS s&o caracterizados por apresentarem 3 alelos,
classificados pelo tamanho e determinado pelo nimero de unidades repetitivas.
Portanto, o VNTR de classe |, que apresenta repeticdes curtas, com um numero
variavel de 23 a 63 repeticdes; o VNTR de classe Il, com 64 a 140 repeticdes que
ocorrem muito raramente (VAFIADIS et al., 2001); e o VNTR de classe Ill, com
repeticdes mais longas variando de 141 a 210 repeticdes (BELL et al., 1980; KELLY
et al., 2003; CHUNG et al., 2010; DURINOVIC-BELLO et al., 2010).

Os alelos de classe lll estdo associados a protecdo para o diabetes. A
hipétese mais consistente sugere que os portadores deste alelo apresentam niveis
elevados (2 a 3 vezes) de RNAmM da insulina no timo. A modulacéo da transcricdo
timica de insulina pelo alelo de classe Il induz a selecdo negativa das células T
timicas autoreativas, conferindo maior tolerancia imune aos individuos portadores
desse alelo (VAFIADIS et al., 2001; SILVA; MORY; DAVINI, 2008).
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Os alelos VNTR-INS de classe | estdo relacionados a predisposicao ao
DM1A. A hipGtese predominante € que esses alelos condicionam niveis mais
elevados de RNAmM da INS no péancreas e possuem baixa transcricdo de insulina em
células do timo, 0 que acarreta uma reducdo da tolerancia a insulina (PUGLIESE et
al., 2001; TODD; WICKER, 2001).

Estudos mostraram que a classe alélica de VNTR | em homozigose foi
encontrada em 75-85% nos individuos com DM1A, em comparagdo com uma
frequéncia de 50 a 60% na populacdo geral, confirmando que a presenca desse
alelo esta relacionado com a predisposicdo a doenca (BENNETT et al., 1995;
PUGLIESE, 2005).

O polimorfismo rs3842752 C>T localizado na regido 1127 Pst | (3’'UTR) do
gene da Insulina (Figura 7), se encontra em desequilibrio de ligagdo com a regiéo
VNTR. O alelo C se encontra em cis com VNTRs de classe |, enquanto que o alelo T
se encontra em cis com VNTRs de classe Ill (RANI; SOOD; GOSWAMI, 2004).

FIGURA 7 - REPRESENTAC%O ESQUEMATICA DO GENE DA INSULINA COM AS ENZIMAS
DE DIGESTAO
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Estrutura do gene da insulina com a indicacdo dos locais onde se encontram os polimorfismos
mais relevantes e as enzimas de digestdo utilizadas para distinguir as variantes polimérficas.
Flecha destaca o polimorfismo estudado.

Fonte: Adaptado de Pugliese e Miceli (2002).
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Diante disso, e conforme observado em outros estudos, a genotipagem dos
alelos de classe | e Ill do VNTR do gene da Insulina pode ser inferida pela
genotipagem do polimorfismo rs3842752 (1127 Pst I) (Figura 8) (PUGLIESE et al.,
1997; RANI; SOOD; GOSWAMI, 2004).
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FIGURA 8 — INTER-RELAGAO ENTRE AS CLASSES DA REGIAO VNTR-INS COM O
POLIMORFISMO rs3842752 QUANTO A SUSCEPTIBILIDADE AO
DIABETES TIPO 1.

VNTR INSULINA

Classes Repeticoes  Susceptibilidade DM1 rs3842752

I 23-63 Predisposicao Genotipo CC
11 64-140 Muito rara Sem associacio
I 141-210 Protecao Genotipo TT

Classe | do VNTR apresenta desequilibrio completo de ligagdo com o gendtipo CC do
rs3842752 do gene da Insulina e esta relacionado com a predisposicdo do DM1A. A classe I
do VNTR é muito rara e ndo apresenta associacdo com esse polimorfismo. Ja a classe Il do
VNTR se encontra em desequilibrio de ligacdo com o gendtipo TT do rs3842752 do gene da
Insulina e tem relacdo com a protecdo ao desenvolvimento de diabetes tipo 1A. Tridngulo azul
representa a regido VNTR, retangulo vermelho representa o gene da insulina, quadrado azul
representa a regido 3’ UTR onde se localiza o polimorfismo rs3842752.

Fonte: O autor (2016).

3.4.1.2 Gene Paired Box4 (PAX4)

Os genes Pax codificam para uma familia de proteinas que atuam como
fatores de transcricdo, os quais possuem funcdes essenciais na organogénese
durante o desenvolvimento embrionario, na regulacdo da proliferacdo celular,
resisténcia a apoptose, na migracdo de células precursoras embrionarias, e na
coordenacao dos programas de diferenciacao celular especifica (LANG et al., 2007;
BRUN; GAUTHIER, 2008).

No DM1, a perda de células beta-pancreaticas € crucial para o
desenvolvimento da doenca, e acontece devido a um desequilibrio entre a
destruicdo autoimune e a regeneragao insuficiente das mesmas nas ilhotas de
Langerhans (BIASON-LAUBER et al., 2005). O gene PAX4, codifica um fator de
transcricdo essencial para a diferenciacdo das células beta-pancreaticas nas ilhotas
de Langerhans (GAGE; BAKER; KIEFFER, 2014) e sua expressao estimula a
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proliferacdo e protege as células contra apoptose induzida por estresse (BRUN;
GAUTHIER, 2008).

Brun e Gauthier (2008) propdem um modelo que integra as varias funcdes
gue o gene PAX4 possa possuir na fisiologia e na patofisiologia das células beta
(Figura 9). Em condic¢des fisiologicas, nas quais as células beta precisam compensar
a demanda de insulina, tais como na gravidez ou obesidade, PAX4 atua como um
gene adaptativo que permite a replicacdo das células beta. Em contraste, mutacdes
ou polimorfismos que enfraguecam a atividade trasncricional de PAX4 iriam
contribuir para reducdo da sobrevivéncia e/ou proliferagdo das células beta durante
o desenvolvimento pancreatico. Subsequentemente, a apoptose iria resultar na
perda gradativa das células produtoras de insulina. Isto causaria deficiéncia
gradativa de insulina, hiperglicemia e em ultima analise diabetes. Assim, PAX4 seria
gualificado como um gene de sobrevivéncia. Em contraste, mutacbes que
resultariam em ganho de funcdo que confeririam resisténcia contra apoptose
poderiam oferecer uma vantagem seletiva para desenvolvimento tumoral. Nestas

circunstancias, PAX4 seria considerado um oncogene.
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FIGURA 9 - MODELO DE AGAO DO GENE PAX4 DE ACORDO COM SUA EXPRESSAO
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Estimulag@es transitérias promovidas por mitdgenos, tais como Ativina A e betacelulina, bem como
a presenga de citocinas e lipideos resultam na proliferacdo celular, aumentando a sobrevida
celular (figura superior, circulos azul-escuros). A exposicdo crnica a citocinas, hiperglicemia e
hiperlipidemia resulta na inibicdo da expressdo do PAX4 com uma concomitante diminuicdo da
replicacdo celular, e a apoptose. Disfuncbes na atividade de PAX4 devido a mutacdes ou
polimorfismos possuem as mesmas consequéncias. A massa celular, como as células beta-
pancreéticas, possui um declinio gradual (figura inferior & esquerda, circulos abertos) que ao longo
do tempo leva ao diabetes. Em contraste, alteragbes que aumentam a expressdo de PAX4
conferem resisténcia a apoptose estimulando insulinomas, ou promove mitogénese em linfomas,
resultando no aumento global de massa celular (figura inferior a direita, circulos azul escuros).
Fonte: Adaptado de Brun e Gauthier (2008).

Holm e colaboradores (2004) reportaram correlagao entre DM1 e a regido
79320 no cromossomo 7 onde se localiza o gene PAX4 (OMIM:167413).
Recentemente, Biason-Lauber e colaboradores (BIASON-LAUBER et al., 2005)
demonstraram o alelo C do polimorfismo rs712701 no gene PAX4 estd associado a
susceptibilidade ao DM1 nas populacdes Alemd e Suica. E Plengvidhya e
colaboradores (2005) reportaram que o polimorfismo rs2233575 no gene PAX4 foi
trés vezes mais frequente nos pacientes com diabetes MODY do que no grupo

controle.
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O polimorfismo rs712701 localizado no exon 9 do gene PAX4 resulta na
substituicdo do aminoacido histidina por prolina na posi¢éo 321 da proteina PAX4. O
polimorfismo rs2233575 localizado na regido promotora consiste de uma
substituicdo de Guanina para Timina (ZHANG et al., 2008).

3.4.2. BIOMARCADORES SOROLOGICOS

Auto-anticorpos tém sido cruciais para o estabelecimento do DM1 como uma
desordem auto-imune. Deteccdo de titulos varidveis de auto-anticorpos em
pacientes com diabetes foi o primeiro indicador de um componente humoral para o
DM1 (WINTER; SCHATZ, 2011).

Anticorpos com alvos associados as células de ilhotas foram estabelecidos, e
painéis de anticorpos sao utilizados mais frequentemente para identificar individuos
com risco para o desenvolvimento do DM1 e confirmar diagnostico clinico do DM1
no inicio da doenca. Os anticorpos associados ao DM1 comercialmente disponiveis
incluem aqueles que detectam anticorpos contra insulina (insulin autoantibodies -
IAA), acido glutamico descarboxilase (glutamic acid decarboxylase autoantibodies -
GADA), proteina de membrana com homologia as tirosinofosfatases ou antigeno 2
do insulinoma (tyrosine phosphataselike insulinoma antigen 2 - IA-2) e células de
ilhotas (islet cell antibody 512 - ICA512), sendo este ultimo com autoreatividade
predominante para epitopos C-terminal de 1A2 (WATKINS et al., 2014).

Taxas de positividade para auto-anticorpos contra antigenos especificos das
ilhotas no inicio do DM1 para individuos da populacdo em geral foram reportados
(WINTER; SCHATZ, 2011) e sdo os seguintes: ICA, 70-80% dos individuos; IAA,
60% das criancas; 1A2 60% dos individuos; e GAD, 70-80% dos individuos
(WENZLAU et al., 2007; ORBAN et al., 2009; WINTER; SCHATZ, 2011). O quadro 1
mostra a frequéncia desses auto-anticorpos em diferentes faixas etarias (SILVA;
MORY; DAVINI, 2008).
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QUADRO 1 - FREQUENCIA DOS AUTOANTICORPOS EM DIFERENTES FAIXAS ETARIAS DE
PACIENTES COM DM1.

Auto-anticorpos Idade (anos)
0-9 10-19 20-39
IAA 78% 43% 29%
ICA 86% 84% 60%
Anti-GAD 65 64% 80% 78%
IAA ou ICA 91% 92% 65%
IAA ou ICA ou Anti-GAD 65 91% 98% 85%
<15 20-40 > 40
Anti-1A2 86% 45% < 30%

IAA: auto-anticorpos anti-insulina (insulin autoantibodies); ICA: auto-anticorpos citoplasmaticos
anti-ilhotas (islet cell antibody); GAD: descarboxilase do acido glutamico isoforma com 65 KDa
(glutamic acid decarboxylase); IA2: antigeno 2 de insulinoma (insulinoma antigen 2).

FONTE: (SILVA; MORY; DAVINI, 2008).

O auto-anticorpo IAA é mais frequente em criangas, apresentando baixa
sensibilidade diagnostica em adultos (10%). E também encontrado no soro de
paciente que faz uso de insulina (7 a 10 dias ap0s o inicio do tratamento), e nestes
casos deixa de ser util como marcador para a patologia (ZIEGLER et al., 1999).

O auto-anticorpo ICA é caracterizado como um anticorpo da classe IgG
policlonal. O ICA é dirigido a uma ou varias estruturas celulares ao mesmo tempo
(GADG5, IA2 e outros antigenos), e nao especificamente contra antigenos de células
beta (SILVA; MORY; DAVINI, 2008).

O anti-GAD65 apresenta sensibilidade de 60-80% para o diagnostico de
DM1A, independentemente da idade, no entanto sua presenca nao implica
necessariamente progresséo rapida da doenca. Esta associado a outras doencas
autoimunes além do DM1A (PIHOKER et al., 2005).

A deteccao do anticorpo anti-IA2 indica rapida progressdao do DM1A, e é mais
frequente entre os individuos jovens (até 15 anos) (PIHOKER et al., 2005).

Auto-anticopos contra o transportador de zinco 8 (zinc transporter 8 - ZnT8)
documentado em 2007, constitui uma adicao relativamente nova aos marcadores
soroldgicos. E encontrado em 60-80% de individuos recém diagnosticados com
DM1A, em comparacdo com a presenca de 30% desse mesmo auto-anticorpos em

individuos com outras doencas autoimunes (WENZLAU et al., 2007).



46

3.4.3 BIOMARCADORES DE CONTROLE GLICEMICO

Esta bem estabelecido que o controle glicémico ajuda a reduzir ou previnir as
complicacdes de diabéticas (REICHARD; NILSSON; ROSENQVIST, 1993; OHKUBO
et al., 1995; THE-DIABETES-CONTROL-AND-COMPLICATIONS-TRIAL-
RESEARCH-GROUP, 1995; UNITED-KINGDOM-PROSPECTIVE-DIABETES-
STUDY, 1998; STRATTON et al.,, 2000). O monitoramento glicémico € de suma
importancia para o tratamento do diabetes, permite avaliar a eficacia da terapia
empregada, e embasar a orientacdo nutricional, atividades fisicas e medicamentos
para obter o melhor controle glicémico possivel (GOLDSTEIN et al., 2003). A
concentragdo plasmatica de glicose em individuos sem diabetes deve ser mantida
no intervalo entre 100 mg/dL e 126 mg/dL em jejum (SBD, 2016). As metas de
controle glicémico em criancas e adolescentes com DM1 s&do apresentadas no
quadro 2.

QUADRO 2 - RECOMENDACOES DA ISPAD E ADA PARA O CONTROLE GLICEMICO DE
CRIANCAS E ADOLESCENTES DE TODAS AS FAIXAS ETARIAS.

Glicemia (mg/dL) (%)
Jejum ou Pos-prandial Ao dormir HbAlc
Pré-prandial
Ideal ISPAD 65 a 100 80 a 126 80 a 100 <6,5
Otimo ISPAD 90 a 145 90 a 180 120 a 180 <75
ADA 90 a 130 - 90 a 150 <75

ISPAD: Sociedade Internacional para Diabetes em Criancas e Adolescentes (International
Society for Pediatric and Adolescent Diabetes); ADA: Associagdo Americana de Diabetes
(American Diabetes Association).

FONTE: SBD (2016).

Para o monitoramento dos niveis glicémicos, estdo aprovados pelo FDA (U.S.
Food and Drug Administration) o auto-monitoramento da glicose sanguinea e a
dosagem de varios marcadores bioquimicos de controle glicémico. Cada um deles
fornece um indice levemente diferente do controle glicémico instantaneo (STAHL et
al., 2002; GOLDSTEIN et al., 2003; SACKS et al., 2011).

Estudos propdem que multiplos marcadores deveriam ser utilizados para
capturar todo o espectro da variacdo glicémica (RUBINOW; HIRSCH, 2011), uma
vez que diferentes métodos com variadas utilidades e limitagbes apresentam-se
disponiveis para o monitoramento do estado glicémico, tanto por pacientes quanto
por profissionais da saide (RENARD, 2005).


http://www.ispad.org/
http://www.ispad.org/
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O controle glicémico em pacientes diabéticos tem sido habitualmente avaliado
através da dosagem de glicemia em jejum, pos-prandial e pela determinacdo da
hemoglobina glicada fragdo HbAlc (SBD, 2016). No entanto, os avangos de
métodos de controle da glicemia tem proporcionado o uso em conjunto de novos
biomarcadores com os tradicionais, bem como a compreensao da utilizacdo desses
(GOLDSTEIN et al.,, 2004; SELVIN et al, 2011). A crescente atencdo aos
biomarcadores glicémicos alternativos, tais como albumina glicada (AG) e 1,5
anidroglucitol (1,5AG), € atribuido as limitacdes do ensaio da HbAlc (Figura 10)
(LEE, 2015).

FIGURA 10 - BIOMARCADORES DE CONTROLE GLICEMICO.

_ 1,5-AG
Glicose
. HbA1c
Frutosamina _ _ /4
/f Albumina glicada /
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Os periodos de tempo em semanas indicam a sensibilidade dos biomarcadores para detectar
variagBes no controle glicémico. A glicemia captura a média glicémica poucos minutos apds a
coleta. O tempo de resposta do 1,5 anidrogucitol (1,5AG) é de 2 a 3 dias, perdurando por até 2
semanas, da frutosamina é de 2 semanas, da albumina glicada é de 2 a 3 semanas, e da HbAlc é
de 4 a 12 semanas.

FONTE: SBD (2016).

3.4.3.1 Dosagem de Glicose

A amostra para dosagem de glicemia em jejum deve ser coletada pela
manha, com auséncia total de qualquer ingestdo de alimentos por pelo menos 8
horas prévios a coleta. E realizada em soro ou plasma sendo comum o uso das
metodologias enzimaticas com glicose oxidase/peroxidase ou hexoquinase-UV
(SBD, 2016).

A glicemia em jejum, isoladamente, ndo é suficiente para avaliar o controle

glicémico no diabetes (SBD, 2016). O ensaio é pouco sensivel e apresenta elevada
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variabilidade biolégica (coeficiente de variacéo interindividual ~6%) (TUOMILEHTO,
2002). A glicemia revela o status glicémico no momento da coleta de sangue (SBD,
2016).

A dosagem de glicemia pés-prandial pode ser realizada 1 a 2 horas apo6s a
ingestdo de alimentos podendo avaliar picos hiperglicémicos poOs-prandiais que
levam ao risco de doenga cardiovascular e ao aumento do estresse oxidativo (SBD,
2016).

3.4.3.2 1,5 Anidroglucitol

O 1,5 anidroglucitol (1,5AG) é um poliol plasmatico que ocorre naturalmente
na dieta e a concentracdo sérica é mantida constante durante a normoglicemia
mediante o equilibrio entre a reabsorcdo e excrecdo renal do carboidrato. Quando a
glicemia aumenta, ultrapassando o limiar renal (>180 mg/dL), ocorre uma reducao

da concentracdo plasmatica de 1,5AG em resposta a inibicdo competitiva com a
glicose pela reabsorcao tubular proximal (Figura 11) (DUNGAN, 2008; SBD, 2016).

FIGURA 11 - REPRESENTACAO ESQUI%MATICA DA REABSORCAO TUBULAR DO 1,5AG E
DA GLICOSE EM CONDICOES DE NORMO E HIPERGLICEMIA.

Normoglicemia Hiperglicemia | Glicose T
Filtrado Filtrado 1,5AG |
glomerular glomerular
Sangue @ (] . Sangueﬂ
reabsorcdo . . . reabsorgédo
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Glucose
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Em condi¢des de normoglicemia a glucose (circulos azuis) e o 1,5AG (quadrados vermelhos) séo
reabsorvidos do filtrado glomerular pelos transportadores de glucose e manose SGLT4
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(transportador 4 de glucose dependente de sddio, também conhecido como SLC5A9), os quais
apresentam afinidade pelo 1,5AG. Dessa forma os transportadores recuperam quase totalmente a
glucose e 0 1,5AG sendo perdido na urina quantidades insignificantes. Na hiperglicemia o excesso
de glucose presente nos tlbulos compete com o 1,5AG pelos transportadores tubulares, e devido
a sua alta concentragédo, é reabsorvida em maior propor¢do, provocando a eliminacdo do 1,5AG
na urina, resultando na reducéo do 1,5AG no sangue na presenca de hiperglicemia.

FONTE: Adaptado de Dugan (2008).

O 1,5 anidroglucitol tem sido proposto como indicador de hiperglicemia poés-
prandial ou excursdes glicémicas (picos de hiperglicemia). E um ensaio que ndo é
rotineiro, e tem sua utilidade descrita como crescente nos ultimos anos (DUNGAN,
2008; SBD, 2016).

3.4.3.3 Frutosamina

E um método que mede a glicacdo das proteinas séricas, onde a principal
proteina alvo é a albumina. A frutosamina reflete o controle glicémico médio ao
longo de duas semanas. E considerada uma alternativa & HbAlc quando essa &
comprometida por fatores que interferem seus parametros, como por exemplo
anemias e hemoglobinopatias. No entanto, ainda ndo existe associacdo bem
estabelecida entre as complicacbes crénicas do DM com a concentracdo de
frutosamina, como existe com a HbAlc (GOLDSTEIN et al., 2004; SBD, 2016).

3.4.3.4 Albumina glicada

A albumina glicada é uma cetoamina formada a partir da reacdo nao
enzimatica de glicacdo com a albumina do soro, e reflete a glicemia média sobre
duas a trés semanas anteriores ao ensaio (TAHARA; SHIMA, 1993; FURUSYO;
HAYASHI, 2013). A albumina glicada aumenta na presenca de hiperglicemia, e pode
ser utilizada em pacientes com desordens hematologicas onde a dosagem de
HbAlc pode ser imprecisa (LEE, 2015).

A dosagem de albumina glicada pode ser um melhor indicador de controle
glicémico recente ou de curto prazo, e complementar indices de HbAlc e de outros
biomarcadores de controle glicémico (GUTHROW et al., 1979; LU et al., 2007). Além
disso, também pode ser til por identificar de forma precoce alteragfes na glicemia

para controle terapéutico uma vez que a mudanca na porcentagem de albumina
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glicada é detectada antes de qualquer alteracdo na hemoglobina glicada
(GUTHROW et al., 1979).

Estudos mostram cada vez mais que a albumina glicada € um util marcador
gue pode ser utilizado para a triagem do diabetes ou como um guia para iniciar ou
alterar a terapéutica, bem como para confirmar a eficicia do tratamento no diabetes
(FURUSYO; HAYASHI, 2013).

3.4.3.5 Hemoglobina Glicada

Hemoglobina glicada é o termo utilizado quando a hemoglobina se liga a um
acucar na por¢cao amino. A fracdo de maior importancia na hemoglobina é a Alc que
aumenta duas a trés vezes nas células vermelhas de pacientes diabéticos. E
formada lentamente ao longo de 120 dias nos globulos vermelhos, e confere uma
medida da concentragao glicémica integrada dos ultimos dois ou trés meses (BUNN,
1981).

E um método utilizado rotineiramente em pacientes com DM, pois permite a
avaliacdo a longo prazo da glicemia média (SBD, 2016), sendo o marcador com
melhor validacdo em estudos prospectivos intervencionais e epidemiolégicos para
predizer o risco de complicacdes no diabetes (OHKUBO et al., 1995).

Apesar da HbAlc refletir o valor de uma estimativa global de glicemia média e
ser considerada padrao ouro no controle do diabetes durante 2 a 3 meses anteriores
a coleta sanguinea, ela indica apenas o histérico da medida integrada da
concentracdo de glicose, ndo refletindo variagcdes especificas e duracdo de picos
das concentracdes de glicose durante aquele periodo (OWENS et al., 2004).

O teste HbAlc tem sido utilizado em pacientes com DM, no entanto existem
varias condi¢des clinicas que alteram a HbAlc e reduzem a confiabilidade nos
resultados (RENARD, 2005). Em crian¢cas com DM1, em que ocorre rapida evolucao,
a HbAlc pode néo apresentar elevacdo significativa no momento do diagndstico,
apesar de presenca de sintomas classicos de DM (CRAIG et al., 2014). Outros
fatores que alteram a HbAlc sdo anemias (alteracdo no tempo de vida do eritrécito),
hemoglobinopatias, uremias, alguns medicamentos e dislipidemias (GOLDSTEIN et
al., 2004; SBD, 2016). Além disso, 0 ensaio ndo proporciona a medicdo em tempo

real do estado glicémico e ndo detecta picos de hipoglicemia (RENARD, 2005).
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4. METODOLOGIA

O presente projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica de
Pesquisa em Seres Humanos do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do
Paran& sob o CAAE: 24676613.6.0000.0102 (Anexol). O fluxograma abaixo (Figura
12) mostra as principais etapas do projeto.

FIGURA 12 - FLUXOGRAMA DO PROJETO.

Comité de ética
(CAAE: 24676613.6.0000.0102)

|

Coleta das
amostras —L
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Extracdo de DNA
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/ \ Bioguimicas.
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Analise estatistica
Publicacdo de Resultados

Dissertacdo de Mestrado

DM1: Diabetes mellitus tipo 1; PCR-RFLP: reacdo em cadeia da polimerase — Polimorfismo no
Comprimento de Fragmentos de Restri¢cdo (restriction fragment length polymorphism).
Fonte: O autor (2016).
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4.1 AMOSTRAS

Foram coletadas amostras de soro e sangue total de criangas com idade até
14 anos, néo relacionadas e pareadas por género, classificadas em portadoras de
diabetes tipo 1 (DM1, n=148) e criancas saudaveis como controles (CTRL, n=168).

A selecdo dos pacientes diabéticos esteve a cargo da professora Dra Suzana
Nesi Franca da Unidade de Endocrinologia Pediatrica do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Parana. As amostras das criangcas com DM1 foram obtidas
no Laboratério de Andlises Clinicas do Hospital de Clinicas da UFPR, durante o
exame de rotina dos pacientes, e apds estes aceitarem participar da pesquisa. A
autorizacao de coleta das amostras foi atrelada ao Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (Anexo 2). A coleta dos menores de 12 anos foi realizada com
autorizagao dos pais (Anexo 3).

As amostras do grupo controle, sem diabetes, foram obtidas de alunos
voluntarios de escolas municipais da regido metropolitana de Curitiba, seguindo os
procedimentos descritos para o Comité de Etica. Dados antropométricos,
laboratoriais e clinicos foram obtidos por questionarios. O z-score foi calculado com
o] calculador do The Children's Hospital of Philadelphia
(http://zscore.research.chop.edu/).

Foi coletado aproximadamente 4 mL de sangue em tubos secos com gel
separador para obtencdo do soro e 4 mL em tubos contendo 7,2 mg do
anticoagulante K;EDTA (BD Vacutiner) para obtencéo do plasma e extracdo de DNA
leucocitario. As amostras coletadas com gel separador foram centrifugadas por 10
minutos a 6.000 rpm (centrifuga Compacta Hermle Z 206A). As amostras coletadas
em tubo contendo anticoagulante foram centrifugadas a 3.500 rpm por 20 minutos
(centrifuga Hermle Z 306 K). Todas as amostras foram centrifugadas imediatamente
apos a coleta. Aliquotas de soro (~1,5 mL) foram congelados em freezer a -20°C e -
80°C até a realizacdo das dosagens. Amostras hemolisadas foram excluidas dos
ensaios. O plasma também foi separado em aliquotas (~1,5 mL) e mantido em
freezer a -20°C. O buffy coat foi separado, e mantido em freezer a -20°C para

extracao de DNA.
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4.2 EXTRACAO DE DNA

O DNA genbmico foi extraido a partir do buffy coat (Vacuette EDTAKj;
Greiner) pelo método de salting out modificado (LAHIRI; NURNBERGER, 1991).

A quantificacdo do DNA genOmico foi realizada por espectrofotometria em
260 e 280 nm (NanoDrop; Thermo Scientific), sendo critério de exclusdo amostras
com concentracao inferior a 20 ng/uL e grau de pureza menor que 1,5 ou superior a
2,1, em relacdo a razédo Azsors0, O que caracteriza contaminacéo e baixa qualidade
da amostra.

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

4.3 GENOTIPAGEM DOS POLIMORFISMOS SELECIONADOS PARA ESTE
ESTUDO

O quadro 3 apresenta os polimorfismos estudados neste trabalho e seus

respectivos genes.

QUADRO 3 - CARACTERIZAGAO DOS POLIMORFISMOS EM ESTUDO.

Genes | Designacéo | Cromossomo | Localizacéo Polimorfismos
OMIN Posicao Regido

INS 176730 11p15.5 3 UTR rs3842752 C>T

PAX4 167413 7932.1 Promotor rs2233575 G>A

PAX4 167413 7932.1 Exon 9 rs712701 G>T

rs: dbrs: reference SNP database (http://www.ncbi.nim.nih.gov/sites/entrez); OMIN: Online
Mendelian Inheritance in Man® (http://omin.org/); INS: Insulina; PAX4: Paired Box4.

A identificacdo das variacfes genéticas nos genes INS (rs3842752) e PAX4
(rs2233575) foi realizada através de PCR-RFLP.

Para a identificacdo das regides polimérficas do gene da insulina rs3842752
(+1127 Pst 1) foram utilizados os seguintes oligonucleotideos iniciadores: F-5'-
AGCCCTTGGCCCTGGAGGGG-3' e R-5-GTTACCGGGCTTTATTCCATCTCTC-3


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez
http://omin.org/
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(Invitrogen) descritos por Rani e colaboradores (2004) que geraram um amplicon de
164 pb (Quadro 4). Esse polimorfismo se encontra em desequilibrio de ligacdo com
o polimorfismo VNTR-INS, fato que favorece a analise do minissatélite da regido
promotora do gene da insulina, uma vez que ao obtermos o gendtipo desse SNP
podemos inferir o gendtipo do polimorfismo VNTR-INS (RANI; SOOD; GOSWAMI,
2004)

QUADRO 4 - CONDIGOES PARA A REAGCAO EM CADEIA DA POLIMERASE DA REGIAO
POLIMORFICA DO GENE DA INSULINA.

Reagentes rs3842752 do gene da Insulina
Oligonucleotideos iniciadores F-5-AGCCCTTGGCCCTGGAGGGG-3’
R-5-GTTACCGGGCTTTATTCCATCTCTC-3’
Concentracao final | Volumes (reagdo 20 pL)
Agua Regente estéril _ 13,5 uL
Tampao Taqg 10x * 1x 2,0 uL
Primer Forward (10 pmol/pL) 10 pmol 1,0 L
Primer Reverse (10 pmol/pL) 10 pmol 1,0 L
MgCl, 50 mM 1,5mM 0,6 pL
dNTP 5 mM 0,2 mM 0,8 pL
Tag DNA polimerase (5U/uL) 05U 0,1 uL
DNA molde (100 ng/uL) 100 ng/puL 1,0 uL
1 ciclo 94°C por 2 minutos
94°C por 30 segundos
Ciclos Térmicos: 33 ciclos 56°C por 30 segundos
72°C por 30 segundos
1 ciclo 72°C por 10 minutos

*Tampao TAQ 10X, (NH4),SO4 750 mM, Tris-HCI (pH 8,8; 25°C); 0,1% (v/iv) Tween 20. Tag DNA
polymerase (Invitrogen). Primers: oligonucleotideos iniciadores sintetizados pela Invitrogen,
produzindo amplicon de 164 pb.

Fonte: O autor (2016).

Para a identificacdo das regides polimérficas do gene PAX4 rs2233575, foram
utilizados 0s seguintes oligonucleotideos iniciadores F-5'-
CCCAGGACCATTTCAAGCA-3 e R-5-GCCCATACCCGCCAAC-3 (Invitrogen)
descritos por Zhang e colaboradores (2008) que geraram um amplicon de 349 pb
(Quadro 5).
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QUADRO 5 - CONDIC}QES PARA A REAGAO EM CADEIA DA POLIMERASE DA REGIAO
POLIMORFICA DO GENE PAXA4.

Reagentes rs2233575 do gene PAX4
Oligonucleotideos iniciadores F: (5-CCCAGGACCATTTCAAGCA-3’)
R: (5-GCCCATACCCGCCAAC-3)
Concentracéo final | Volumes (reacdo 20 plL)
Agua Regente estéril _ 12,2 uL
Tampao Taqg 10x * 1x 2,0 uL
Primer Forward (10 pmol/pL) 10 pmol 1,0 pL
Primer Reverse (10 pmol/pL) 10 pmol 1,0 pL
MgCl; 25 mM 1,5mM 1,2 yL
dNTP 5 mM 0,2 mM 0,8 pL
Tag DNA polimerase (5 U/uL) 4 U 0,8 uL
DNA molde (100 ng/pL) 100 ng/pL 1,0 L
Ciclos Térmicos Ciclos Temperatura - tempo
1 ciclo 94°C por 2 minutos
94°C por 40 segundos
Ciclos Térmicos: 35 ciclos {59°C por 40 segundos
72°C por 40 segundos
1 ciclo 72°C por 5 minutos

*Tampado TAQ 10X, (NH4),SO4 750mM, Tris-HCI (pH 8,8; 25°C); 0,1% (v/v) Tween 20. Taq DNA
polymerase (Invitrogen). Primers: oligonucleotideos iniciadores sintetizados pela Invitrogen,
produzindo amplicon de 349 pb.

Fonte: O autor (2016).

Os fragmentos de 164 pb do gene INS (rs3842752) e de 349 pb do gene
PAX4 (rs2233575) amplificados através da PCR foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose 1,5% com voltagem constante de 80 Volts (~22 mA), em temperatura
ambiente durante cerca de 2:10 horas, em tampdo TBE 1x (Tris-
hidroximetilaminometano 89 mmol/L; acido bérico 89 mmol/L e EDTA 1 mmol/L, pH
8,2). Uma aliquota de 2 pL do produto de PCR, misturada a 3 pL de tampéo de
aplicacao (glicerol 30%; azul de bromofenol 0,05% e xilenocianol 0,05%) foi aplicada
no gel. Os produtos de PCR foram corados com solu¢édo de brometo de etideo (0,5
png/mL) e visualizados em transiluminador sob luz UV (302 nm). As imagens dos géis
foram capturadas no sistema L-Pix (Loccus Biotecnologia).

As genotipagens dos polimorfismos dos genes INS e PAX4 foram realizadas
através da reacdo de PCR-RFLP (polimorfismo de comprimento de fragmentos de
restricdo) utilizando as enzimas de restricao Pst | para o rs3842752 do gene INS e
Hae Il para o rs2233575 do PAX4 (Quadro 6).
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QUADRO 6 - PROTOCOLO PARA A REAGAO DE RESTRICGAO E DETECGAO DOS
POLIMORFISMOS DOS GENES INS E PAXA4.

Reagentes INS PAX4
rs3842752 rs2233575
Produto de PCR (~20 ng/pL) 2,0 uL 1,0 L
Tampao 10x (Sigma) * 0,5 L -
Tampé&o 10x (Promega) ** - 0,5 pL
Agua ultrapura estéril 1,7 L 3,25 L
Enzima de Restricdo (10 U/ulL) 0,8 pL (Pst ) 0,2 pL (Hae 1l1)
BSA acetilada - 0,05 uL
Volume final da reacao 5,0 uL 5,0 uL
Temperatura de Incubacao 37°C 37°C
Tempo de incubagéo 16 horas 16 horas

*Tampdo TAQ 10X, Sigma, 500 mM, Tris-HCI (pH 7,5; 37°C); 1M NaCl; 100 mM MgCl,. 10 mM
Dithioerythritol. **Tamp&o TAQ 10X Promega, Buffer C, 100 mM, Tris-HCI (pH 7,9; 37°C); 500 Mm
NaCl; 100 mM MgCl,. 10 mM Dithioerythritol. BSA: albumina sérica bovina acetilada 0,1mg/mL.
Enzima Pst | (Sigma); Enzima Haelll (Promega).

Fonte: O autor (2016).

Os fragmentos de DNA do gene INS oriundos das reacbes de PCR-RFLP
foram separados em eletroforese em gel de poliacrilamida 29:1 a 15%, e do gene
PAX4 em gel de poliacrilamida 29:1 a 12%, ambos em cuba mini Protean 3 BioRad
(100x75x0,75 mm). Toda a reagao de restricdo acrescida de 4 uL de solugao de
aplicacao (glicerol 30% v/v, 0,05% de azul de bromofenol e 0,05% de xileno cianol)
foi aplicada no gel e visualizada em transiluminador sob luz UV (302 nm) e

fotodocumentado com sistema L-PIX (Loccus Biotecnologia).

4.4 REACAO DE PCR EM TEMPO REAL COM SONDAS FLUORESCENTES
(TAQMAN).

A genotipagem do polimorfismo rs712701 do gene PAX4 foi realizada
utilizando a técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real. A
PCR em tempo real empregada nessa analise foi o sistema TagMan® (Applied
Biosystems, Foster City, CA, Estados Unidos), que utiliza a reacdo de amplificacédo
em cadeia da polimerase e a discriminacdo alélica com sondas marcadas com
diferentes fluoréforos. A reacao foi realizada conforme preconizado pelo fabricante
do reagente (Applied Biosystems, Foster City, CA, Estados Unidos) em equipamento

de PCR em tempo real 7500Fast (Applied Biosystems).
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Em cabine de fluxo laminar, para evitar contaminac&o, os ensaios TagMan®
foram realizados em placas de 96 pocos. Em cada placa foram adicionados dois
controles negativos (NTC: no template control) os quais continham apenas a mistura
de reacdo e agua (sem DNA). Os grupos DM1 e CTRL foram ensaiados de forma
aleatéria, na mesma placa.

A sonda fluorescente TagMan® validada (Applied Biosystems) para o
rs712701 em estudo foi C_7563629 10, que disponibiliza os fluoréforos VIC e FAN
(Anexo 5). No quadro 7 estédo descritas as condigbes de ensaio utilizadas para a
PCR tempo real.

QUADRO 7 - CONDICOES OTIMIZADAS PARA A REACAO DE PCR EM TEMPO REAL.

Reagentes rs712701 do gene PAX4
Volume parareacéo de 8 pL

Sonda TagMan® 0,1 pL

Master Mix 3,0 puL

Agua ultrapura estéril 1,9 uL

DNA (20 ng/uL) 3,0 uL

1 ciclo Pré-PCR 60°C por 60 s
1 ciclo 95°C por 10 minuto
Ciclos Térmicos: 50 ciclos:
95°C por 15 s
60°C por 90 s
1 ciclo p6s-PCR 60°C por 60 s

Sonda TaqMan® SNP Genotyping Assays — Life Technologies, contendo um par de oligonucleotideos
iniciadores (primers), marcados com fluoréforos distintos (VIC e FAN). Master Mix: reagente comercial
contendo DNA polimerase AmpliTaq Gold® ultrapura, desoxirribonucleotideos trifosfato (dNTPs),
referéncia passiva ROX e tampao.

Fonte: O autor (2016).

45 QUANTIFICACAO DE PARAMETROS BIOQUIMICOS E DADOS
ANTROPOMETRICOS.

As determinacBes dos parametros bioquimicos (glicemia, uréia, creatinina,
perfil lipidico, proteinas totais, albumina e 1,5 anidroglucitol) foram realizadas em
sistema automatizado Labmax 400 (Labtest AS) utilizando reagentes, calibradores e
controles adequados ao sistema automatizado. A hemoglobina glicada (HbAlc) foi
guantificada através de imunoensaio em sistema automatizado (Architect Ci8200,
Abbott) no laboratério do Hospital de Clinicas da UFPR, parceiro do projeto. O
guadro 8 apresenta 0s exames realizados, bem como suas metodologias e valores

de referéncia.
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QUADRO 8 - PARAMETROS BIOQUIMICOS, METODOLOGIAS, E INTERVALO DE REFERENCIA
AJUSTADO PARA CRIANCAS E ADOLESCENTES.

DOSAGEM PRINCIPIO CVa (%) INTERVALO DE
METODOLOGICO REFERENCIA
Acido Urico Enzimatico Colorimétrico 3,6 0,5-6,0 mg/dL
(Reacéo de Trinder)
Albumina Colorimétrico (Verde de 1,6 2,9-4,7g/dL
Bromocresol)
Colesterol Enzimético Colorimétrico 2,7 Desejavel: <170mg/dL
total (Reacao de Trinder) Limitrofe: 170-199mg/dL
Elevado: >200mg/dL
Creatinina Colorimétrico (Picrato 2,7 0,26-0,81mg/dL
alcalino)
Glicose Glucose oxidase - Trinder 2,2 <100mg/dL
HDL- Enzimatico Colorimétrico 3,6 Desejavel: 35-40 mg/dL
colesterol (Acelerador - Detergente
Seletivo)
LDL-colesterol Surfactante Seletivo 4,2 Desejavel: <110mg/dL

Limitrofe: 110-129mg/dL
Elevado: 130mg/dL

Hemoglobina Imunoensaio 1,7 4,0-6,0%
glicada (padronizado DCCT)
Proteinas Colorimétrica (Biureto) 1,4 6-8g/dL
Totais
Triglicérides Enzimético Colorimétrico 3,4 Desejavel: <100mg/dL
(Reacao de Trinder) Elevado: >130mg/dL
Ureia Colorimétrico (Urease UV) 6,2 8-36mg/dL
15 Enzimatico 3,4 >10 pg/mL
anidroglucitol Glycomark

Valores de referéncia preconizados para criancas e adolescentes. CVa, coeficiente de variagédo
analitico inter-ensaio.
Fonte: O autor (2016).

Os dados antropométricos como idade, peso, altura, tempo de diabetes,
cetoacidose (CAD) no diagndstico, e histérico CAD no ultimo ano foram coletados

através de entrevista direta e analise de prontuario médico (Anexo 4).

4.6 ANALISES ESTATISTICAS

A normalidade para as variaveis continuas foi verificada pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov. Varidveis continuas com distribuicAo normal foram
comparadas pelo teste t de Student (ndo pareado e bidirecional). Estas variaveis

foram representadas pela média +1-desvio padrao.
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Variaveis continuas sem distribuicdo normal foram comparadas pelo teste U
de Mann-Whiteny. Estas variaveis foram representadas pela mediana e intervalo
interquartil (Q1-Q3; percentil 25%-75%).

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

Para os ensaios de correlagéo e associagao utilizando ANOVA (one-way), 0S
polimorfismos em estudo foram codificados como 1 (homozigoto mais comum), 2
(heterozigoto) e 3 (homozigoto menos comum).

A verificacdo do equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W), calculos das
frequéncias genotipicas e alélicas, bem como o intervalo de confianca de 95% (IC
95%) para os alelos de menor frequéncia foram realizados com o0 programa
DeFinetti (http://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwal.pl).

Para as comparacdes das frequéncias alélicas com outras populacdes, foi
considerado similar quando a frequéncia do alelo menos comum se encontrava
dentro do limite do IC 95%. Frequéncias acima ou abaixo de 95%IC foram
consideradas diferentes.

O programa Statistica 10.0 (StatSoft Inc, Tulsa OK, USA) foi utilizado nas
analises de dados.

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

todas as analises.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo estdo apresentados em trés topicos: 1)
Caracterizacao da amostra; 2) Analises bioquimicas; 3) Analises moleculares.

5.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

A amostra em estudo foi composta por 90% de criancas Euro-brasileiras e
10% por Afro-brasileiras ou outras etnias, com idade entre 6 a 14 anos, sendo
divididos em dois grupos (Controle saudavel e DM1) pareados por género. A
estatistica descritiva dos parametros antropomeétricos para 0sS grupos controles e
DM1 em estudo é apresentada na tabela 1.

TABELA 1 - CARACTERIZACAO ANTROPOMETRICA E CLINICA DOS GRUPOS DM1 E
CONTROLES SAUDAVEIS EM ESTUDO.

A CONTROLE DM1

PARAMETROS (n=168) (n=148) P
Idade (anos) 10,0(10,0-11,0)  11,0(9,5-13,0) <0,001
Meninos/Meninas 90/78 70/78 0,244**
Peso (kg) 38,3(33,3-45,2)  38,4(30,1-50,4) 0,969
Altura (m) 1,4(1,3-1,5) 1,4(1,3-1,5) 0,516
IMC (kg/m?) 19,5+4,4 18,74+2,9 0,454*
Z-score 0,5+1,0 0,2+0,9 0,020*
Idade diagnéstico DM1 ND 6,9 (3,8-9,0) -
Tempo de DM1 (anos) ND 4,0(2,0-7,6) -
CAD no diagnastico (%) ND 68 -
CAD no ultimo ano (%) ND 25 -
Histdrico familiar para ND 67 i

diabetes (%)

DM1: diabetes mellitus tipo 1; Controle: criancas saudaveis; IMC: indice de Massa Corporal; ND:
dado nao disponivel; CAD: Cetoacidose diabética; Idade ao diagnéstico e tempo de DM1 em anos.
Os valores médiatl — Desvio Padrédo para varidveis com distribuicdo normal, mediana (intervalo
interquartil, 25%-75%) para variadveis sem distribuicdo normal. P: probabilidade, Teste U de Mann-
Whitney; * teste t-Student bidirecional, ou **Chi-quadrado. P<0,05 é significativo e destacado em
negrito; Z-score, niumero de Desvio Padrdo (DP) distante da média, quando a distribuicdo é
normal.

Fonte: O autor (2016).

5.1.1 Idade

O grupo com DM1 é mais velho quando comparado com o grupo controle

saudavel (Tabela 1). A diferenca é relativamente pequena, 1 ano na mediana, 0 que
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permite comparar os parametros bioquimicos entre os grupos sem considerar
diferencas expressivas na idade.

A mediana da idade ao diagnéstico do grupo DM1 foi 6,9 anos. Este achado é
similar a outros estudos, que mostram o aumento da incidéncia de DM1 em especial
entre criangas e adolescentes (WEETS et al.,, 2002; HARJUTSALO; SJOBERG;
TUOMILEHTO, 2008; SBD, 2016). Em Sao Paulo, foi realizada uma pesquisa entre
1998 e 2008, que mostrou que média de idade ao diagndstico em 1998 de 7,7+4
anos, reduziu em 2008 para 6,8+4 anos, em concordancia com nossos dados
(MARUICHI et al., 2012). E relevante notar, que uma atencdo a saude de melhor
qualidade, que estimula o diagnéstico do DM1, também vem sendo implementada e

deve ter contribuido para a precocidade e registros mais adequados dos pacientes.

5.1.2 Peso, Altura, IMC, Z-score

Os parametros peso, altura, e IMC ndo apresentaram diferencas entre 0s
pacientes e seus controles (Tabela 1).

O IMC é o parametro utilizado para o diagnostico de estados nutricionais dos
individuos, e é vantajoso por ndo requerer conhecimento da idade, no entanto a
relacdo peso e altura muda drasticamente com a idade e com o estado de
maturacdo de cada pessoa (WANG et al., 2006). O z-score, € um parametro
antropomeétrico utilizado para avaliar o crescimento e estado nutricional de criancas
e adolescentes. Para obter o z-score, altura, peso, idade e género sdo combinados.
O calculo é realizado a partir da diferenca entre o valor individual (x), e a média da
populacédo dividido pelo desvio padrdo (o). O resultado varia de +2(sobrepeso) a -
2(abaixo do peso), indicando quéo longe e em qual direcdo (negativo ou positivo) o
valor se desvia da média populacional (WATERLOW et al., 1977; WANG et al.,
2006). O grupo DM1 apresenta significativa reducédo no z-score quando comparado
ao grupo controle (P=0,020). Este resultado é esperado, onde pacientes com DM1
estdo relacionados com uma reducdo de peso, decorrente das alteracdes
metabolicas da deficiéncia severa de insulina, e também da maior perda de agua
(desidratacdo) decorrente da poliria, que ocorrem mesmo em pacientes com
terapéutica adequada (USHER-SMITH et al., 2015; ADA, 2016).
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5.1.3 Cetoacidose Diabética (CAD)

A deteccéo da cetoacidose diabética (CAD) associada ao diagndéstico do DM1
foi de 68%. Este dado esta em concordancia com a frequéncia deste evento em
outros estudos, que apresentaram ampla variacdo de 15% a 70% (WOLFSDORF;
GLASER; SPERLING, 2006). O DM1 na infancia e adolescéncia muitas vezes so é
diagnosticado quando o quadro de cetoacidose diabética se estabelece (DUNGER
et al., 2004; WOLFSDORF; GLASER; SPERLING, 2006).

Em estudo realizado em S&o Paulo foi encontrado uma frequéncia de
diagnéstico de DM1 em criancas através do desencadeamento de cetoacidose em
79,3% dos pacientes no ano de 1998 e uma frequéncia de 66% em 2008
(MARUICHI et al., 2012). J& em um estudo prospectivo Irlandés realizado entre os
anos de 1997-1998, a frequéncia foi de 25% de criancas diagnosticadas devido a
cetoacidose diabética (ROCHE et al., 2005).

O numero elevado de individuos diagnosticados com DM1 devido a crise de
CAD pode estar relacionado com a dificuldade de caracterizar os sinais classicos e
caracteristicos de hiperglicemia (poliuria, polidipsia e emagrecimento) em criangas,
uma vez que esses sintomas podem estar atribuidos a outras doencas mais
prevalentes, retardando assim, o diagnoéstico de DM1 (PIVA et al., 2007).

Um trabalho realizado na cidade de Parma mostrou que através de
campanhas populacionais sobre os sintomas mais frequentes do DM1 foi possivel
diminuir a incidéncia de CAD no diagndstico. Este estudo realizado entre 1991-1997,
permitiu acdes que reduziram o CAD ao diagnostico em mais de 65% dos casos
(VANELLI et al., 1999).

A frequéncia de casos de CAD ocorridos durante o ano de 2015 em pacientes
gue ja estavam em tratamento do DML1 foi de 25% (Tabela 1). O desenvolvimento de
CAD em pacientes com diagndstico confirmado e sob tratamento, esta relacionado
ao mal controle glicémico, sobretudo, devido ao uso inadequado de insulina (PIVA et
al., 2007).

Criancas com diagnostico de DM1 bem estabelecido possuem risco de 1% a
10% por ano de desenvolver cetoacidose. O maior risco estd associado as criangas
gue apresentaram episédios de cetoacidose prévios com um controle metabélico

inadequado, aquelas que possuem transtornos psiquiatricos, incluindo transtornos
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alimentares, e aquelas que tem problemas familiares e menor nivel sécio-econdmico
(DUNGER et al., 2004; WOLFSDORF; GLASER; SPERLING, 2006).

5.1.4 Histoérico familiar de DM

Do total de entrevistados do grupo DM1, 67% relataram possuir historico
familiar de DM, tanto do tipo 1 como do tipo 2, em relagdo aos pais, irmaos e avos.
O grupo controle saudavel ndo tem esta informacao disponivel.

Varios estudos mostram uma associacao entre o histérico familiar de diabetes
e o risco de para o desenvolvimento do DM1, assim como para outras formas de
diabetes (CHERN; ANDERSON; BARBOSA, 1982; WHO, 1991; USHER-SMITH et
al., 2015). O risco é expressivamente aumentado quando os parentes de primeiro
grau sao os afetados (SESTERHEIM; SAITOVITCH; STAUB, 2007).

Entre parentes de primeiro grau de individuos com DM1 a chance de
desenvolver a doenca fica em menos que 5% naqueles individuos que possuem
positividade para apenas um ou nenhum anticorpo especifico, e fica maior que 90%
nos portadores de HLA de risco (DQB1*0302) e que sdo positivos para varios auto-
anticorpos circulantes contra estruturas da célula beta pancreatica (KULMALA, 2003;
ADA, 2016).

5.2 ANALISES BIOQUIMICAS

Na tabela 2 estdo os resultados obtidos para os parametros bioquimicos

avaliados neste estudo.
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TABELA 2 - PARAMETROS BIOQUIMICOS DOS GRUPOS DM1 E CONTROLE NA AMOSTRA

ESTUDADA.

PARAMETROS C%'l\'leRGg)LE (n[i'\l"jg) P
Glicemia em jejum (mg/dL) 92,0(85,0-98,0) 252,0(170,0-344,0) <0,001
HbAlc (%) 5,2(5,1-5,4) 9,7(8,7-11,1) <0,001
1,5 anidroglucitol (ug/mL) 30,0(25,7-38,3) 2,9(1,9-4,8) <0,001
Colesterol total (mg/dL) 148,5(128,5-169,0) 172,0(147,0-196,0) <0,001
HDL-colesterol (mg/dL) 50,0(42,0-58,0) 55,0(46,0-64,0) <0,001
LDL-colesterol (mg/dL) 83,0(71,0-90,0) 98,0(83,0-118,0) <0,001
Triglicérides (mg/dL) 93,0(67,0-128,0) 67,0(54,0-89,5) <0,001
Albumina (g/dL) 4,1(4,0-4,5) 4,2(4,0-4,4) 0,654
Proteina total (g/dL) 7,2(6,8-7,7) 7,1(6,8-7,4) 0,023
Creatinina (mg/dL) 0,5(0,3-0,6) 0,7(0,6-0,8) <0,001
Ureia (mg/dL) 22,0(18,0-26,0) 27,0(22,0-31,0)  <0,001
Acido drico (mg/dL) 3,4(2,9-4,0) 2,8(2,4-3,6) <0,001

Os resultados sdo apresentados como mediana (intervalo interquartil); P, probabilidade, teste U de
Mann-Whitney; P < 0,05 é considerado significativo.
Fonte: O autor (2016).

5.2.1 Biomarcadores de Controle Glicémico (glicemia jejum, HbAlc e 1,5AG)

A concentragdo dos biomarcadores de controle glicémico foi
significativamente maior no grupo DM1 (Tabela 2). Essa diferenca era esperada e
confirma os critérios de selecdo dos grupos, em especial o grupo controle em que é
esperado glicemia de jejum dentro dos parametros normais.

Para criancas e adolescentes, as concentracfes da glicemia > 180 mg/dL,
HbA1C > 7,5%, e 1,5AG < 10 pg/mL indicam glicémico inadequado, o que
caracteriza o grupo DM1 em estudo (PITKANEN, 1982; REWERS, M. J. et al., 2014;
ADA, 2016; SBD, 2016).

A baixa concentracéo de 1,5 anidroglucitol (1,5AG) no grupo DM1 em relacao
ao controle (2,9 pg/mL vs 30 pg/mL; P<0,001) sugere picos (ou excursdes)
glicémicos frequentes e continuos nos diabéticos superiores ao limiar renal (~180

mg/dL). Dessa forma, a medida em que ocorre o aumento da glicemia plasmatica,
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ocorre também a redugéo plasmatica do 1,5AG. Isso explica a diferenga significativa
do 1,5 AG entre os grupos estudados (DUNGAN, 2008). Concentracdes reduzidas
de 1,5AG se encontram relacionadas com hiperglicemia pos-prandial, mesmo em
individuos com bom controle glicémico (HbA1C < 8%) (WON et al., 2009; MEHTA et
al., 2012). Desta forma, o uso do 1,5AG pode ser util em pacientes com DM1 os
guais frequentemente apresentam picos hiperglicémicos por fazerem uso de insulina
exdgena, a qual ndo reproduz a homeostasia do sistema fisiolégico normal
(GREVEN et al., 2010).

Uma pesquisa em 58 clinicas de diabetes nos Estados Unidos, onde foi
avaliado o controle glicémico de 3.272 criangas entre 6-17 anos (CAMPBELL et al.,
2014). O critério para excelente controle glicémico foi HbAlc <7,5%, e de mau
controle glicémico HbA1C >9,0%. O resultado foi que 2.684 criangcas apresentaram
mal controle glicémico, sendo 4,6 vezes maior do que o niamero de criangas com
bom controle (n=588). Os autores observaram que a diferenga educacional e socio
econdmica dos pais estavam diretamente relacionados ao bom ou mau controle
glicémico. Também observaram que criancas com excelente controle glicémico,
utilizavam bomba de insulina, faziam controle glicémico cinco ou mais vezes ao dia,
monitoravam a glicemia antes das aplicacdes de insulina, aplicavam insulina basal
antes das refei¢cGes e utilizavam uma dosagem média total de insulina menor do que
as criancas que apresentaram controle glicémico inadequado. E a frequéncia de
cetoacidose foi mais comum no grupo com mau controle glicémico, como esperado
(CAMPBELL et al., 2014).

O adequado controle glicémico em criancas é particularmente dificil devido a
capacidade limitada para fazer o autocuidado dependendo da idade (WHITE et al.,
2001). Quando se adiciona ao problema o tempo e o conhecimento limitados da
maioria dos pais no acompanhamento diario das criancas com DM1, fica consignado
as grandes dificuldades destes pacientes em atingir um controle glicémico adequado
(GALE, 2005). O controle glicémico com metas adequadas e realistas € essencial
para evitar, postergar ou minimizar as complicacées associadas ao DM1 (WHITE et
al., 2001; GALE, 2005; CAMPBELL et al., 2014; SBD, 2016).
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5.2.2 Perfil Lipidico

O perfil lipidico corresponde a quantificacdo sérica do colesterol total, HDL-
colesterol, LDL-colesterol e triglicérides. Criancas com DM1 que apresentam
controle glicémico pobre possuem propensdo a desenvolver alteraces lipidicas
(JAMES; POMETTA, 1990; GUY et al., 2009; XAVIER et al., 2013).

Os resultados mostraram diferenca significativa entre os grupos em todos 0s
parametros de perfil lipidico (P <0,001). As criancas com DM1 apresentaram
concentracbes maiores de colesterol total, HDL-colesterol e LDL-colesterol, bem
como menor concentracdo de triglicerideos quando comparado com o grupo controle
(Tabela 2). Nossos resultados estdo em concordancia com outros trabalhos (GUY et
al., 2009; KRISHNAN et al., 2011).

Diferentes estudos mostram que a terapia intensiva com insulina aumenta a
concentracdo de colesterol total e HDL-colesterol o que justifica o observado no
presente estudo (ROSENSTOCK; VEGA; RASKIN, 1988; BAGDADE; DUNN, 1992;
FEITOSA et al., 2009).

Quando existe uma auséncia absoluta de insulina, a lipélise se apresenta
aumentada. A elevacdo concomitante dos acidos graxos livres e glicose promovem a
formacdo das lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL). As VLDL se
acumulam devido a reducdo da atividade de lipase lipoproteica, que depende da
insulina, e acarreta em aumento de triglicérides e reducdo de HDL-colesterol
(FEITOSA et al., 2009). A alteracao do metabolismo lipidico a partir da administracao
de insulina exdgena € varidvel conforme o grau e forma de insulinizacédo
(ROSENSTOCK; VEGA; RASKIN, 1988; BAGDADE; DUNN, 1992). A administracdo
por via subcutanea leva ao hiperinsulinismo que suprime a lipdlise e ativa a lipase
lipoproteica (LLP), reduzindo a glicemia e o substrato para a formacédo de VLDL, o
gue acarreta em aumento da concentracdo de HDL-colesterol (DURRINGTON et al.,
1982).

A dislipidemia tipica é caracterizada por concentracdes elevadas de colesterol
total (= 170 mg/dL), LDL-colesterol (= 130 mg/dL) e triglicerideos (= 130 mg/dL), bem
como baixas concentracdes de HDL colesterol (< 45 mg/dL). Os critérios de corte
sdo aqueles apresentados para criangas preconizados pela V Diretriz Brasileira de
Dislipidemias e prevencdo da Aterosclerose (XAVIER et al., 2013). Individuos com

DM1 apresentam menor frequéncia de dislipidemia devido ao tratamento intensivo
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com insulina; no entanto, isso ndo exclui a possibilidade de alteracfes lipidicas
aterogénicas, especialmente em individuos com mau controle glicémico (ARCANJO
et al., 2005; NATHAN et al., 2005; FEITOSA et al., 2009; GUY et al., 2009).
Analisando em conjunto, os pacientes com DM1 em estudo ndo apresentam
um perfil lipidico que favorece o maior risco aterogénico. Nossa hipotese é
que,apesar do controle glicémico inadequado do grupo DM1, a terapia em uso é
suficiente para manter o perfil lipidico em concentracfes associadas a um risco

padrdo, quanto a doenca aterosclerotica.

5.2.3 Albumina e Proteinas Totais

Embora o valor de proteinas totais tenha sido significativamente maior no
grupo com DM1 em relacédo ao grupo saudavel (P= 0,023), tanto as concentracdes
de proteinas totais quanto de albumina se encontraram dentro do intervalo de
referéncia (Tabela 2). A analise conjunta desses parametros sugere que nao ha
sinais de perda proteica ou deficiéncia nutricional nos grupos analisados (SHIMADA,
2013).

5.2.4 Ureia e Creatinina

Ureia e creatinina sdo biomarcadores de funcédo renal. Alteracbes nas
concentragcbes de ureia associadas a alteragcbes da creatinina caracterizam
alteracao na funcéo de filtracdo renal, especialmente no DM1, onde a nefropatia é
progressiva e associada ao mau controle glicémico (SODRE; COSTA, LIMA, 2007).

As concentracdes de ureia e creatinina foram significativamente diferentes
entre os grupos (P <0,001), apresentando-se mais elevadas no grupo DM1; porém
dentro do intervalo de referéncia, sugerindo que os individuos estudados nao

apresentam leséo renal manifesta (Tabela 2).

5.2.5 Acido Urico

As concentragdes de acido urico foram significativamente maiores (P<0,001)
no grupo controle em comparacdo com o grupo DM1 (Tabela 2). Em concordancia

com esse resultado foi observado relatos em outros trabalhos que o &cido arico no
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soro de individuos com DM1 é menor devido ao aumento da depuragdo de urato

associado a glicosuria por mecanismo que ainda ndo elucidado (SHICHIRI,
IWAMOTO; SHIIGAI, 1987; ESPARZA MARTIN; GARCIA NIETO, 2011).

5.3 ANALISES MOLECULARES

5.3.1 Polimorfismo rs3842752 do gene da Insulina

A genotipagem do polimorfismo rs3842752 no gene da Insulina foi feita por

PCR-RFLP, onde o fragmento de 164 pb foi tratado com a enzima de restricdo Pst I.

A enzima reconhece a sequéncia CTGCA, assim s6 ha restricdo quando o alelo C

esta presente (Figura 13).

FIGURA 13 - FRAGMENTOS DE RESTRICAO E GENOTIPOS OBTIDOS PELA DIGESTAO

COM A ENZIMA Pst |

rs3842752.

Alelo C rs3842752C

l

i

PARA CARACTERIZACAO DO POLIMORFISMO

Alelo Trs3842752T

!

!

¥l cTeecae ccGCAG | ¥ ¥ c1Geac ctecac ¥
| 21pb || 143ph |21pb | 85pb | 57pb
rs3842752 CC rs3842752 CT rs3842752 TT
143pb 143pb
85pb 85pb
57pb 57pb
21pb 21pb 21pb

Quando o alelo C esta presente no fragmento de 164 pb, a enzima de restricdo Pst | faz a
digestdo apenas uma vez e sdo gerados os frangmentos de 143 pb e 21 pb. Quando o alelo T
esti presente a enzima também faz a digestéo duas vezes gerando os fragmentos de 85 pb e
57 pb e 21 pb. Dessa forma o individuo homozigoto CC apresenta 2 fragmentos (143 pb e 21
pb), o heterozigoto CT apresenta 4 fragmentos (143 pb, 85 pb, 57 pb, e 21 pb), e o homozigoto

TT 3 fragmentos (85 pb, 57 pb, e 21 pb).

Fonte: O autor (2016).

A figura 14 mostra o perfil eletroforético obtido da PCR-RFLP para o

polimorfismo rs3842752 do gene da Insulina. A amostra A1l nao foi incubada com a
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enzima de restricdo e possui o fragmento de 164 pb, constituindo o fragmento sem
corte (controle da digestdo). As amostras A2, A3 e A4, foram clivadas pela enzima

de restricdo Pstl gerando fragmentos compativeis com os trés genétipos esperados.

FIGURA 14 - PERFIL ELlETROFORETICO DOS PRODUTOS DE
RESTRICAO PARA O POLIMORFISMO rs3842752
DO GENE DA INSULINA.

B MM1 A1 A2 A3 A4 MM2

B: branco da reag&o, sem adicdo de amostra; MM1: marcador
molecular de 25 pb; Al: amostra sem corte (164 pb); A2:
homozigoto CC com 143 pb; A3: heterozigoto CT com trés
bandas, sendo elas de 143 pb, 85 pb e 57 pb; A4: homozigoto
TT com uma banda de 85 pb e outra de 57 pb MM2:
marcador molecular de 100 pb. Fonte: O autor (2016).

As frequéncias genotipicas e alélicas do rs3842752 estdo representadas na
Tabela 3 e estdo de acordo com o esperado pelo equilibrio de Hardy-Weinberg em
ambos os grupos. Este principio estabelece que a variacdo genética de uma
populagdo permaneca constante de uma geracdo para a seguinte na auséncia de
fatores desestabilizantes. Desvios nesse equilibrio poderiam indicar casamentos
consanguineos, estratificacdo populacional ou até problemas na genotipagem das
amostras (RODRIGUEZ; GAUNT; DAY, 2009).
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TABELA 3 - FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS DO POLIMORFISMO rs3842752
C>T DO GENE DA INSULINA

Polimorfismos Gendétipos Controle DM1 P
Modelos Alelos (n=168) (n=148)
INS rs3842752 <0,001
C/C 121 (72,0) 133 (90,0)
Co-dominante* CIT 41 (24,4) 14 (9,4)
T/T 6 (3,6) 1(0,6)
H-W (P) 0,729 0,798

C-alelo (95%IC) 84,2 [80-88] 94,6 [92-97] <0,001
T-alelo (95%IC) 15,8 [12-20] 5,4 [3-8] <0,001
Dominante *CCvs CT+TT 121 vs 47 133 vs 15 0,001

Recessivo *»*TTvs CC+CT 6 vs 162 1vs 147 0,081
Genotipos descritos em n %; 95% IC: Intervalo de confianca de 95%; P, probabilidade, teste do
Chi-quadrado. Todos os grupos estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg (P>0,05); * modelo
dominante; ** modelo recessivo.

Fonte: O autor (2016).

No presente estudo o polimorfismo rs3842752 do gene da insulina apresentou
associacdo com o DM1 com diferencas significativas entre as frequéncias
genotipicas e alélicas entre os grupos (Tabela 3).

O alelo T, de menor frequéncia, relacionado a classe Ill do VNTR-INS, € um
alelo de protecdo para o DM1, com razdo de chance (odds ratio) calculado para a
frequéncia alélica de 0,31 (95% IC 0,17 — 0,55). Portanto, a presenca do alelo T
reduz o risco em cerca de um terco para o desenvolvimento do DM1 em criangas.
Esse resultado estd de acordo com o descrito na literatura, onde o alelo T foi
associado a protecao para o DM1 (MARCHAND; POLYCHRONAKOS, 2007).

Ja o alelo C rs3842752, que esté relacionado a classe | do VNTR-INS, esta
associado a maior risco para o DM1, com razdo de chance (odds ratio) calculado
para a frequéncia alélica de 3,28 (95% IC 1,83 — 5,87).

O polimorfismo rs3842752 estd em completo desequilibrio de ligacdo com as
classe | e Il do VNTR-INS, reforcando a associacdo desta regido altamente
polimérfica com a predisposicdo e protecdo ao DM1 j4 descrita em outras
populacbes (PUGLIESE et al., 1997; VAFIADIS et al., 2001; RANI; SOOD;
GOSWAMI, 2004; MARCHAND; POLYCHRONAKOS, 2007).

A tabela 4 apresenta a comparagdo das frequéncias genotipicas e alélicas

para o polimorfismo rs3842752 com outras populagoes.
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TABELA 4 - COMPARACOES ENTRE AS FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS DO
POLIMORFISMO rs3842752 DO GENE DA INSULINA COM DADOS DA

LITERATURA.
Gendbtipo Alelo
(%) (%)
Grupo étnico Caracteristicas N CC CT TT T
Euro-brasileiros DM1 148 133 14 1 54
(Presente estudo) Controle 168 121 41 6 15,8
Indiano DM1 110 46 62 2 3,0
(RANI; SOOD; Controle 95 8 77 10 51
GOSWAMI, 2004)
Caucasiano Cancer de mama 447 285 148 14 19,7
(WANG etal., 2007) Controle 447 259 173 15 22,7
HapMap-CEU Europeus 226 130 82 14 24,3
HapMap-JPT Japoneses 172 164 8 0 2,3
HapMap-YRI Africanos 226 174 48 4 12,0
HapMap-MEX Mexicanos 100 66 32 2 18,0

Destacadas em negrito as frequéncias para o alelo menos frequente (A) que sdo diferentes do
Intervalo de Confianca (95%). CEU: residentes de Utah com ascendéncia do norte e oeste europeu.
JPT: japoneses em Toquio. YRI: africanos Yoruba em Ibadan, Nigéria. MEX: residentes em Los
Angeles, com ascendéncia mexicana.

Considerando o intervalo de confianca (95%IC) para a frequéncia do alelo T
[12 a 20%] em saudaveis (controle) encontrada em nosso estudo, esta foi similar a
relatada para Africanos (12,0%) e Mexicanos (18,0%), em torno de trés vezes maior
gue a encontrada em Indianos (5,1%) e 6,9 vezes maior que em Japoneses (2,3%).

Este estudo € o primeiro a relatar a frequéncia alélica e genotipica desse
polimorfismo em euro-brasileiros com DM1. Em sintese, o0 rs3842752 foi associado a
protecdo ao DM1 em homozigotos TT e, predisposicdo ao DM1 em homozigotos CC
(Tabela 3), sendo que as frequéncias alélicas apresentaram semelhancas com
outras populacdes de origem Europeia e Caucasiana.

A busca de associacdo entre genotipos e biormacadores foi realizado com
analise de variancia (one-way ANOVA), onde os genotipos foram classificados como
1= homozigoto frequente, 2= heterozigoto e 3= homozigoto raro. As andlises de
variancia para este polimorfismo com os genétipos, concentracfes seéricas dos
biomarcadores de ambos os grupos e dados clinicos das criancas com DM1

mostraram associagao entre o rs3842752 do gene da insulina com as concentragdes
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de glicose e creatinina séricas. O alelo de protecdo T mostrou associacdo com

glicose (P=0,047) e creatinina (P=0,047) apenas no grupo com DM1 (Figura 15).

FIGURA 15 - ASSOCIACAO DO POLIMORFISMO rs3842752 DO GENE DA INSULINA COM AS
CONCENTRACOES DE GLICEMIA E CREATININA PARA OS GRUPOS EM

ESTUDO.
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A e B: associacdo da glicemia sérica com os gendtipos CC vs CT+TT dos grupos controle e DM1.
C e D: associacdo da creatinina sérica com 0s geno6tipos CC vs CT+TT dos grupos controle e
DM1. Os valores sdo a média (quadrado), 1-DP (caixas), e 2-DP (barras verticais); P

probabilidade, teste t-Student (bidirecional).

A presenca do alelo T foi associada a um aumento significativo (P<0,05) com

glicose e creatinina em criancas com DM1. Nao ha dados para uma formulacédo de

hipotese substanciada, nem mesmo confirmagdo com outros estudos publicados

sobre este efeito do polimorfismo rs3842752 do gene da insulina. Uma hipotese

tedrica ou especulativa para a associacdo do alelo T com o aumento de glicose seria

de que o alelo T poderia estar associado ao aumento de concentracao de glicose
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devido a baixa transcricdo de insulina em células do pancreas, uma vez que o alelo
de classe Ill que se encontra em completo desequilibrio de ligacdo com o alelo T
tem sido associado com altos niveis de mRNA da insulina no timo e baixos niveis no
pancreas.

N&o foram encontrados relatos na literatura de associacao do rs3842752 com
alteracdes nas concentracdes de glicose e creatinina; portanto, mais estudos
envolvendo individuos de diferentes etnias e com maior tamanho amostral séo

necessarios para substanciar o significado destes resultados.

5.3.2 Polimorfismo rs2233575 do gene PAX4 (Paired Box4)

A genotipagem do polimorfismo rs2233575 no gene PAX4 foi feita por PCR-
RFLP, onde o fragmento de 349 pb foi tratado com a enzima de restricao Hae Ill. A
enzima reconhece a sequéncia GGCC, assim s0 ha restricdo quando o alelo G esta
presente (Figura 16).

FIGURA 16 - FRAGMENTOS DE RESTRICAO EGENOTIPOS OBTIDOS PELA DIGESTAO
COM A Hae Ill PARA O POLIMORFISMOS rs2233575.

Alelo A rs2233575G Alelo G rs2233575A
> GAt:C ¥ > G%L cC ¥
349pb 86pb 263pb
rs2233575 AA rs2233575 GA rs2233575 GG
349pb 349pb
263pb 263pb
86pb 86pb

Na presenca do alelo A ndo ha clivagem com a enzima Hae Il (amplicon 349 pb). Na presenca do
alelo G séo gerados os fragmentos de 263 pb e 86 pb. Dessa forma o individuo homozigoto AA
apresenta um fragmento de 349 pb correspondente ao fragmento gerado pela PCR; o heterozigoto
GA apresenta 3 fragmentos (349 pb, 263 pb, e 86 pb) e 0 homozigoto GG 2 fragmentos (263 pb e
86 pb).

Fonte: O autor (2016).
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E possivel observar na figura 17 a amostra que sem corte, que ndo foi
colocada em contato com enzima de restricdo (Al), gerou um fragmento de 349 pb
compativel com a massa molecular esperada. A amostra incubada com a enzima de
restricdo gerou um fragmento de 263 pb e outro de 86 pb, podendo ser
caracterizada como homozigoto do tipo GG. Nesse polimorfismo foi observado
apenas um genotipo em toda a populacdo estudada.

FIGURA 17 - PERFIL ELETROFORETICO DOS PRODUTOS

DE RESTRICAO PARA O POLIMORFISMO rs2233575 DO
GENE PAX4

B MM1 A1 A2 MM2

sy [
L P et 400pb
CER Sl (1) e 200pb
100pb -l :
75pb — 'ﬁ | 100pb
50pb e i
25pb ) Rl P

.

S e R

B1l: branco da reacdo, sem adicdo de amostra; MM1:
marcador molecular de 25 pb; Al: amostra sem corte
(amplicon 349 pb) gendtipo AA; A2: amostra com corte pela
enzima Hae Ill que gerou dois fragmentos, 263 pb e 86 pb
caracterizando o genétipo GG; MM2: marcador molecular de
100 pb.

Fonte: O autor (2016).

A tabela 5 mostra os resultados das genotipagens das amostras para o

polimorfismo rs2233575 do gene PAX4 para os grupos controle e DM1.
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TABELA 5 - FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS DO POLIMORFISMO rs2233575 DO

GENE PAX4.
Polimorfismos Gendétipos Controle DM1 P
Modelos Alelos (n=168) (n=148)
PAX4, rs2233575
G/G 168 (100) 148 (100)
Co-dominante G/A 0 (0) 0(0)
AJA 0 (0) 0 (0)
A-alelo (95%IC) 0 0 -

Genotipos descritos em n %; 95% IC: Intervalo de confianca de 95%; P, probabilidade, teste de
Chi-quadrado.
Fonte: O autor (2016).

N&o foi possivel realizar analise estatistica para comparacéo dos genotipos, e
frequéncia alélica, uma vez que todos os individuos analisados, tanto do grupo
controle como do grupo DM1, sdo homozigotos do tipo GG.

Foi encontrado apenas um estudo na literatura que analisou este polimorfismo
em populacdo com DML1. O estudo foi realizado com chineses, onde a frequéncia do
alelo A em individuos saudaveis foi de 4,6%, e em individuos com DML1 foi de 7,1 %.
Os autores encontraram associacdo entre o polimorfismo e a concentracdo de
insulina plasmatica no grupo controle. Individuos saudaveis que possuiam o
gendtipo AA e GA tiveram menor concentracdo de insulina plasmatica do que os
individuos com genotipo GG (ZHANG et al., 2008).

A frequéncia do alelo A encontrada em nosso grupo controle foi semelhante a
descrita em Europeus, Asiaticos e Africanos saudaveis (HAPMAP).

Em sintese, o polimorfismo rs2233575 do gene PAX4 nao foi associado ao
DM1, e a frequéncia do alelo A observada na populacdo em estudo foi similar a de
outras populacées (HAPMAP). Este polimorfismo ndo se mostrou de interesse para

estudos de associacdo com DM1 criancas na populagéo estudada.

5.3.3 Polimorfismo rs712701 do gene PAX4

A tabela 6 apresenta os resultados das genotipagens das amostras para o

polimorfismo rs712701 G>T do gene PAX4 para 0s grupos controle e DM1.
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TABELA 6 - FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS DO POLIMORFISMO rs712701 DO

GENE PAX4.
Polimorfismos Gendétipos Controle DM1 P
Modelos Alelos (n=168) (n=148)
PAX4, rs712701 0,598
GIG 89 (52,9) 84 (56,8)
Co-dominante GIT 69 (41,1) 53 (35,8)
TIT 10 (6,0) 11 (7,4)
H-W (P) 0,737 0,743
T-alelo (95%IC)  26,5[22-31] 25,3[20-30] 0,742
Dominante *GG vs GT+TT 89 vs 79 84 vs 64 0,500
Recessivo **TT vs GG+GT 10 vs 158 11vs 137 0,598

Genotipos descritos em n %; 95% IC: Intervalo de confianca de 95%; P, probabilidade, teste de
Chi-quadrado. Todos os grupos estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg (P>0,05); * modelo
dominante; ** modelo recessivo.

Fonte: O autor (2016).

A frequéncia genotipica do polimorfismo analisado apresentou-se de acordo
com o esperado pelo equilibrio de Hardy-Weinberg em ambos os grupos (Tabela 6).
Os grupos ndo apresentaram diferenca significativa na distribuicdo genotipica (P=
0,598) ou alélica (P= 0,742) (Tabela 6). Dessa forma, o polimorfismo rs712701 do
gene PAX4 néo foi associado ao DM1 na amostra em estudo.

Em um estudo realizado com DM1 e controles nas populacdes Suica e
Alema, os autores relataram uma associacao entre o polimorfismo rs712701 com
DM1. O gendtipo homozigoto de maior frequéncia foi consideravelmente maior em
individuos com DM1 comparado com saudaveis (76,7 vs 31,2% em Suicos) e (71,53
vs 33,9% em Alemées) (BIASON-LAUBER et al.,, 2005). Contudo, a associacao
encontrada por Biason-Lauber e colaboradores (2005) foi contestada por Paterson
(2005) e Maier (2005), uma vez que foi encontrado um erro no calculo Odds Ratio e
desequilibrio no teste de Hardy-Weinberg, apesar de 0 mesmo nao ter sido relatado
no estudo original. Desvios no equilibrio de Hardy-Weinberg nao significam apenas
uma questao teodrica, podem sinalizar problemas importantes, como por exemplo,
erro ou peculiaridades no conjunto de dados analisados (GYLVIN et al., 2005). No
entanto, € um teste frequentemente negligenciado, onde cerca de 40% dos estudos
publicados nao informam se as genotipagens estao dentro desse equilibrio (MAIER
et al., 2005).
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Estudos realizados no Reino Unido e na Irlanda do Norte ndo conseguiram
replicar a associagcdo entre o polimorfismo rs712701 e o DM1 encontrada por
Biason-Lauber e colaboradores (2005) (MAIER et al., 2005; MARTIN et al., 2006).

A tabela 7 apresenta a comparacdo das frequéncias genotipicas e alélicas
para o polimorfismo rs712701 com outras populagdes.

TABELA 7 - COMPARACOES ENTRE AS FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS DO
POLIMORFISMO rs712701 DO GENE PAX4 COM DADOS DA LITERATURA

Gendbtipo Alelo
(%) (%)
Grupo étnico Caracteristicas N GG GT TT T

Euro-brasileiros DM1 148 84 53 11 25,3
(Presente estudo) Controles 168 89 69 10 26,5
Chineses DM1 134 22 76 36 55,2
(ZHANG et al., 2008) Controles 324 60 154 110 57,7
Finlandéses e DM1 309 159 131 19 27,3
Hungaros Controles 535 281 219 35 27,0
(HERMANN et al.,
2005)
Caucasianos DM1 322 203 103 16 21,0
(Fldrida) Controles 961 597 321 43 21,2
(GENG et al., 2006)
Caucasianos DM1 630 382 221 27 21,8
(Colorado) Controle 666 396 243 27 22,3
(GENG et al., 2006)
Tailandeses DM2 744 120 368 256 59,1
(SUJJITIJOON et al., Controles 561 93 276 192 58,8
2016)

Destacadas em negrito as frequéncias para o alelo menos frequente (A) que sao diferentes do
Intervalo de Confianca (95%).

A frequéncia do alelo T menos comum observada para o grupo controle
(26,5%; 95%IC, 22-31%) foi similar a descrita por Hermann e colaboradores (2005)
para Filandeses e Hungaros (27%) e por Geng e colaboradores (2006) para
caucasiano (22,3%); e significativamente menor que a descrita por Zhang e
colaboradores (2008) para Chineses (57,7%) e por Sujjitjoon e colaboradores (2016)
para Tailandeses (58,8%).

Para os individuos com DM1 a frequéncia do alelo T menos comum (25,3%)
foi similar a descrita por Hermann e colaboradores (2005) para Filandeses e
Hungaros (27,3%) e por Geng e colaboradores (2006) para caucasiano (21,0%);

cerca de 2 vezes menor que a descrita por Zhang e colaboradores (2008) para
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Chineses (55,2%); e menor que a descrita por Sujjitjoon e colaboradores (2016) para
Tailandeses com DM2 (59,1%).

Este estudo é o primeiro a relatar a frequéncia alélica e genotipica desse
polimorfismo em euro-brasileiros com DM1. Em resumo, o rs712701 nao foi
associado ao DM1 em nosso estudo e nos estudos analisados (Tabela 7), sendo
que as frequéncias alélicas apresentaram semelhancas com outras populacdes
Caucasianas.

Andlises de variancia (ANOVA) realizadas para este polimorfismo na busca
de associacdo dos genétipos com as concentracfes séricas de biomarcadores e
dados clinicos na amostra em estudo ndo revelaram nenhuma associacéo
significativa.

Apesar de apenas 10% dos individuos apresentarem uma predisposicao
genética, e um histérico familiar positivo para a doenca, parentes de primeiro grau
de individuos com DM1A apresentam um risco 20 vezes maior de desenvolver a
doenca (TILLIL; KOBBERLING, 1987; WATKINS et al., 2014). Com o aumento na
facilidade de triagem genética, é provavel que a combinacdo de polimorfismos
preditores em gene HLA e ndo-HLA serd util no refinamento de estimativa de risco
para o desenvolvimento do DM1 em parente de pacientes DM1 bem como na
populacdo em geral (ATKINSON; EISENBARTH; MICHELS, 2014), além de permitir
terapias direcionadas para aqueles que se encontram no periodo de laténcia de
desenvolvimento do DMI1A (ONENGUT-GUMUSCU; CONCANNON, 2002;
WATKINS et al., 2014). O estudo e identificacdo sistematica de polimorfismos de
DNA presentes no genoma humano, tem sido uma importante ferramenta na
pesquisa, por apresentarem importantes subsidios para a elucidacdo de
componentes genéticos da maioria dos fendtipos clinicos e ndo clinicos
(GOLDSTEIN, D. B.; CAVALLERI, 2005; VILLASENOR; BENOIST; MATHIS, 2005).
O grande desafio para esclarecer os componentes genéticos de doencas humanas
complexas, como o DM1A, a partir da identificacdo polimorfismos, € que essas
doencas possuem varios fatores envolvidos no seu desenvolvimento, como a prépria
variacdo genética e fatores ambientais. Assim, permanece a nhecessidade da
exploracdo de marcadores ndo genéticos que possam trabalhar coerentemente com
a informagcdo genética para elucidar o momento de inicio do DM1 (ATKINSON;
EISENBARTH; MICHELS, 2014).
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Assim, o presente estudo buscou identificar potenciais alvos em termos de
variabilidade genética e biomarcadores associados ao DM1 em uma populagdo
brasileira. O tamanho amostral, adequado para um estudo preliminar, necessita ser

ampliado para a confirmacéo dos nossos resultados.
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6 CONCLUSOES

e O polimorfismo rs3842752 do gene da Insulina foi associado ao DM1.
Portadores do alelo T apresentam risco diminuido em um tergo (OR:
0,31, 95% IC 0,17 — 0,55) para o desenvolvimento do DM1.

e O alelo menos frequente do polimorfismo rs3842752 do gene da
insulina (alelo T) foi associado com o aumento da concentracado de
glicose e creatinina no grupo com DML1.

e O polimorfismo rs2233575 do gene Paired Box4 nao serve como
marcador porque a frequéncia genotipica e alélica é muito baixa

e O polimorfismo rs712701 do gene Paired Box4 nao foi associados ao

DM1 na amostra em estudo.

e No geral as frequéncias dos alelos menos comuns nos polimorfismos
estudados guardam similaridades com outras populacdes Europeias ou

Caucasoides.

e O polimorfismo rs3842752, localizado na regidao 3-UTR do gene da
Insulina, associado com as classes | e Il do VNTR-INS, tem potencial
para ser utilizado como marcador de risco ou protecio no DM1

criancas.
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peso, altura) serdo necessarios. Além disso, sera necessario coletar uma
amostra do sangue sua.

O sangue sera coletado durante a visita na sua escola pela nossa equipe de
pesquisadores, com necessidade de coleta especifica para a pesquisa.

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

Alguns riscos relacionados ao estudo podem ser: dor e aparecimento de

pequenos hematomas no local da coleta de sangue, que desaparecerao com o
tempo.

Rubricas:
Sujeito da Pesquisa e /ou responsavel legal

Pesquisador Respensadvel ou quem aplicou o
TCLE
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Os beneficios esperados com essa pesquisa séo: 1) melhor conhecimganto do
perfil bioquimico e molecular dos adolescentes 2) a ‘expectatlva do
desenvolvimento de novos ensaios laboratoriais que permitam um melhor
diagnéstico e tratamento de doengas ligadas a adolescentes. No entapto, nem
sempre ele sera diretamente beneficiado com o resultado da pesquisa, mas
podera contribuir para o avango cientifico.

Caso vocé autorize, seu sangue sera armazenado corretamente e podera ser
utilizado em outras pesquisas semelhantes a esta, que buscam aumentar o
conhecimento sobre doengas e melhorar a qualidade de vida dos pacientes.
Toda nova pesquisa a ser feita com o seu material armazenado, sera
submetida a apreciagdo do Comité de Etica em Pesquisa, e a cada nova
pesquisa, o 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 inadequagéo 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 salde de ninguém,
tampouco ao meio ambiente.

Asua participagao neste estudo é voluntaria e se vocé ndo quiser mais fazer
parte da pesquisa podera desistir a qualquer momento e solicitar que lhe
devolvam o termo de consentimento livre e esclarecido assinado.

As informagdes relacionadas ao estudo poderdo ser conhecidas por pessoas
autorizadas. No entanto, se qualquer informagéo for divulgada em relatério ou
publicagdo, isto serd feito através de codigos, para que a sua identidade seja
preservada e seja mantida a confidencialidade.

As despesas necessarias para a realizagio da pesquisa (exames laboratoriais)
nao s&o de sua responsabilidade e pela sua participacdo no estudo vocé nao
recebera qualquer valor em dinheiro. Vocé tera a garantia de que problemas
como: hematomas e dor no local da pungio para coleta do sangue decorrentes
do estudo seréo tratados pela propria equipe de pesquisadores

Quando os resultados forem publicados, ndo aparecera seu nome, e sim um
codigo.

Rubricas:
Sujeito da Pesquisa e /ou responsavel legal

Pesquisador Responsavel ou quem aplicou o
TCLE

Contato para duvidas

Se vocé ou 0s responsaveis por vocé tiver(em) diividas com relagéo ao estudo,

direitos do participante, ou no caso de riscos relacionados ao estudo, vocé

deve contatar o(a) Investigador(a) do estudo ou membro de sua equipe Os

pesquisadores responsaveis por este estudo sio: Fabiane Gomes de Moraes

Rego (rego@ufpr.br), Geraldo Picheth (geraldopicheth@uifpr.br) e Aline

Borsato Hauser (alinehauser@ufpr.br);farmacéuticos, poderao ser contatados
Aprovado pelo Comité do Etica em Pesquisa

em Seres Humanos do Sator de Cién
Salde/UFPR, e
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de segunda a sexta-feira, das 14 as 18h, no Laboratorio de Bioquimica Clinica
da Universidade Federal do Parana, sito a Rua Prefeito Lothario Meissner, 632
— Jardim Botanico, Curitba — PR, ou pelo telefone (41) 3360-4068, para
esclarecer eventuais duvidas que vocé possa ter e fornecer-lhe as informagées
que queira, antes, durante ou depois de encerrado o estudo.

Se vocé tiver dividas sobre seus direitos como um paciente de pesquisa, vocé
pode contatar o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CEP) do
Setor de Ciéncias da Salde da Universidade Federal do Parana, pelo telefone
3360-7251. O CEP & constituido por um grupo de profissionais de diversas
areas, com conhecimentos cientificos e néo cientificos que realizam a reviséo
ética inicial e continuada da pesquisa para manté-lo seguro e proteger seus
direitos.

DECLARACAQ DE ASSENTIMENTO DO PACIENTE:

Eu li e discuti com o investigador responsavel pelo presente estudo os detalhes
descritos neste documento. Entendo que eu sou livre para aceitar ou recusar, e
que posso interromper a minha participagao a qualquer momento sem dar uma
razdo. Eu concordo que os dados coletados para o estudo sejam usados para
o proposito acima descrito.

Eu entendi a informagao apresentada neste TERMO DE ASSENTIMENTO. Eu
tive a oportunidade para fazer perguntas e todas as minhas perguntas foram
respondidas.

Eu receberei uma copia assinada e datada deste Documento DE
ASSENTIMENTO INFORMADO.

NOME DO ADOLESCENTE ASSINATURA DATA

NOME DO INVESTIGADOR ASSINATURA DATA

Comité de ética em Pesquisa do Setor de Ciéncias da Saude da FUFPR
Rua Pe. Camargo, 280 — 2° andar — Alto da Gloria — Curitiba-PR -C EP:80060-2-40
Tel (41)3360-7259 - c-mail: cometica.saude@ufpr.br

Aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
em Seres Humanos do Setor d8 Cidncias da
Satide/UFPR. B g
ParecorCEP/SD-PB.nV_é_ég_ﬂ.D-_}__.- :

nadatade_l J 05 JACily °
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ANEXO 3 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
PARA ASSINATURA DOS PAIS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nés, Fabiane Gomes de Moraes Rego, Dr Suzana Nesi Franga e Geraldo Picheth, pesquisadores da
Universidade Federal do Parana, estamos convidando o seu fitho menor de idade, a participar de um
estudo intitulado "AVALIACAO DE BIOMARCADORES LABORATORIAIS E MOLECULARES EM
CRIANGAS E ADOLESCENTES SAUDAVEIS E PORTADORAS DE DIABETES MELLITUS", que vai
avaliar o perfil bioquimico e molecular do seu filho. E através de pesquisas como esta que ocorrem os
avangos na medicina e sua participagdo é de fundamental importancia,

a) O objetivo desta pesquisa é estudar os aspectos genéticos envolvidos com o diabetes para
uma melhor compreensdo desta doenga. Pesquisas como esta podem ajudar no
desenvolvimento de novas metodologias de diagnéstico e tratamento.

b) Caso vocé autorize a participagéo de seu filho na pesquisa, 0s dados pessoais biométricos
(como idade, peso, altura) serdo necessarios. Além disso, serd necessario coletar uma amostra
do sangue dele.

¢) O sangue do seu filho sera coletado durante a consulta de rotina do irm&o (diabético tipo 1)
pela equipe de coletadores do Servigo de Endocrinologia Pediatrica e Adolescéncia do Hospital
de Clinicas da Universidade Federal do Parana, com a necessidade de coleta especifica para a
pesquisa.

d) E possivel que ele experimente algum desconforto, principaimente relacionado a agulhada da
coleta de sangue.

e) Alguns riscos relacionados ao estudo podem ser: dor e aparecimento de pequenos hematomas
no local da coleta de sangue, que serdo totalmente avaliados e se necessario tratados sob a
responsabilidade da equipe de coletadores do Hospital de Clinicas ou pela Dr Suzana Nesi
Franga.

f) Os beneficios esperados com essa pesquisa s&o: 1) melhor conhecimento do perfil bioquimico
e molecular dos adolescentes 2) a expectativa do desenvolvimento de novos ensaios
laboratoriais que permitam um melhor diagnéstico e tratamento de doencas ligadas a
adolescentes. No entanto, nem sempre ele serd diretamente beneficiado com o resultado da
pesquisa, mas podera contribuir para o avango cientifico.

g) Caso vocé autorize, o sangue de seu filho menor de idade sera armazenado corretamente e
podera ser utilizado em outras pesquisas semelhantes a esta, que buscam aumentar o
conhecimento sobre doengas e melhorar a qualidade de vida dos pacientes. Toda nova
pesquisa a ser feita com o material dele armazenado, sera submetida a apreciagio do Comité
de Etica em Pesquisa, e a cada nova pesquisa, o sujeito serd contatado para consentir novo
uso de sua amostra, o qual sera formalizado através de um TCLE especifico.

h) A amostra de sangue de seu filho menor de idade sera armazenada por até 10 anos, mas
podera ser descartada devido & inadequagio 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 salide de ninguém, tampouco ao meio ambiente.

Rubricas:

Sujeito da Pesquisa e /ou responsavel legal
Pesquisador Responsdvel
Orientador Qrientado

Comité de Etica em Pesquisa do Setor de Ciéncias da Saude da UFPR
Telefone: (41) 3360-7259 e-mail; cometica.saude@ufpr.br
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Os pesquisadores responsaveis por este estudo: Fabiane
(rego@ufpr.br), Geraldo Picheth (geraldopicheth@ufpr.br) e
(snesifranca@hotmail.com); os farmacéuticos poderiio ser ¢
sexta-feira, das 14 as 18 h, no Laboratério de Bioquimica
Federal do Parand, sito & Rua Prefeito Lothario Meissner, 632 — Jardim Botanico
Curitiba = PR, ou pelo telefone (41) 3360-4068, e a médica poders ser contatada de
segunda a sexta-feira, das 14 as 18 h, no consultério Endocrinologia Pediatrica e
Adolescente na rua Bruno Filgueira 2495 - Centro, Curitiba — PR, ou pelo telefone (41)
3339-0370, para esclarecer eventuais ddvidas que vocé possa ter e fornecer-lhe as
informagdes que queira, antes, durante ou depois de encerrado o estudo.

Gomes de Moraes Rego
Dr Suzana Nesgj Franga
ontatados de segunda a
Clinica da Universidade

A participagdo do seu filho neste estudo é voluntaria e se vocé nio quiser mais que ele
faga parte da pesquisa podera desistir a qualquer momento e solicitar que lhe devolvam
o termo de consentimento livre e esclarecido assinado.

As informagbes relacionadas ao estudo poderdo ser conhecidas por pessoas
autorizadas. No entanto, se qualquer informagao for divulgada em relatério ou

publicag&o, isto sera feito através de cédigos, para que a identidade dele seja preservada
e seja mantida a confidencialidade.

As despesas necessérias para a realizagéo da pesquisa (exames laboratoriais) nio sio
de sua responsabilidade e pela participagdo do seu filho no estudo ele nio recebera
qualquer valor em dinheiro. Ele tera a garantia de que problemas como: hematomas e
dor no local da pungéo para coleta do sangue decorrentes do estudo serso tratados pela
préprio equipe de pesquisadores.

Quando os resultados forem publicados, nio aparecer o nome dele, e sim um cadigo.

Eu, li esse termo de

consentimento e compreendi a natureza e objetivo do estudo do qual concordei que meu filho
participe. A explicagéo que recebi menciona os riscos e beneficios. Eu entendi que sou livre
para interromper a participagéo do meu filho a qualquer momento sem justificar minha deciszo
e sem que esta decisdo afete o tratamento dele. Eu entendi o que o meu filho ndo pode fazer
durante a pesquisa e fui informado que meu filho sera atendido sem custos se ele apresentar
algum problema dos relacionados no item “e”.

Eu concordo voluntariamente na participagdo do meu filho neste estudo, e autorizo a
coleta, o armazenamento e guarda do sangue dele para futuras pesquisas, sabendo que
a cada nova pesquisa, serei contatado(a) para consentir ou nio o novo uso da amostra
do meu filho, o qual sera formalizado através de um TCLE especifico.

(Assinatura do sujeito de pesquisa ou responsavel legal)

Local e data

Assinatura do Pesquisador

Comité de Etica em Pesquisa do Setor de Ciéncias da Satude da UFPR
Telefone: (41) 3360-7259 e-mail: cometica.saude@ufpr.br
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ANEXO 4 — QUESTIONARIO UTILIZADO PARA COLETA DE DADOS DOS PACIENTES

COLETA DE DADOS

Paciente n® Registro HC:

1. Nome:

2. Data de nascimento:

3. Paciente( ) Parente ( )Parentesco:

4, Sexo Masculino ( ) Feminino ( )
5. Pubere( ) PréPudbere( ) Tanner

6. CAD no diagnostico Sim ( ) Nao ()

7. CAD no attimo ano Sim ( ) Nao ()

8. Consanguinidade Sim ( ) Nao ( )

9. ldade de diagnostico (meses ou anos)

10. Tempo de diabetes (meses)

11. Peso (kg)

12. Peso (DP)

13. Estatura (cm)

14. Estatura (DP)

15. IMC (kg/m2)
16, IMC (DP)

17. Tipo de insulina: Analogo Sim ( ) Nao( )

18. Necessidade de insulina (Wkg/dia)

19. Tempo de tratamento com insulina:
( )Nao tratado cominsulina, ( ) tratado com até 6 meses depois diagnéstico, ( ) tratado mais de 6
meses depois do diagnostico

20. Comorbidades : ( ) Doenga tireoideana, ( ) Doenga celiaca, Outros ( ) Qual

21. Historia familiar de Diabetes Sim( ), (...)pais ou ( )avos, Nao ( )

22. Histéria familiar de doenga cardiovascular Sim () Nao ( )

23. Tipo de Pele Fitzpatrick I&I1 ( ) W&II( ) V&V ( )

24. Etnia: ( )Euro-brasileiro, (....) Afro-brasileiro, ( ) Oriental, ( ) Outro

25, Média indice UV nos ultimos 35 dias

26, Uso de fotoprotegéo

27. Uso de suplemento vitaminico Sim ( ) N&o ( ) Qual?
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ANEXO 5 — EXEMPLO DE DETECGAO DE POLIMORFISMOS POR PCR EM TEMPO REAL

A50

40

Legend
eGIG
eG/T

(rs712701 do gene Paired Box4)

Grafico de discriminagao alélica (rs712701)

]

2

eT/T
XUndetermined

BAeo G | AeloT

C:

.Alelo G . Alelo T

Baeo G | AeloT

A) Gréfico de discriminacao alélica: em vermelho estdo amostras homozigotas (genétipo GG); em
verde, amostras heterozigotas (genétipo GT), e em azul amostras homozigotas (genétipo TT), em
preto controle negativo. B) Gréfico de amplificacdo dos alelos: gendtipo GG. C) Gréfico de
amplificacé@o dos alelos: genodtipo GT. D) Grafico de amplificacéo dos alelos: genotipo TT.



