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RESUMO

O Diabetes mellitus (DM) atualmente considerada uma epidemia, é um grupo
heterogéneo de doencas metabdlicas caracterizada por hiperglicemia, resultante de
defeitos na secrecdo ou na acdo da insulina. Em criancas e adolescentes a forma
mais comum de diabetes é o tipo 1 (DM1), que pode corresponder até 10% dos
casos de DM. O DM1 se desenvolve como consequéncia de uma combinacdo de
predisposicdo genética, associados a fatores ambientais levando a destruicdo das
células B, produtoras de insulina. O diagndstico precoce, o bom controle glicémico e
lipidico, além de tratamento adequado minimizam as comorbidades associadas a
doenca. O objetivo deste trabalho foi estudar variagcbes genéticas da regido
promotora do gene apoM associadas ao DM1, correlacionando com biomarcadores
de controle glicémico. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Parand - Setor de Ciéncias da Saude (CAAE:
24676613.6.0000.0102). Neste estudo 317 criancas com idade de até 14 anos foram
divididas em dois grupos: o de criancas controle (n=169), com individuos saudaveis
e o0 grupo DM1 (n=148) com individuos doentes. Foram quantificados biomarcadores
de controle glicémico, perfil lipidico e de funcéo renal. Os altos valores encontrados
para HbAlc (9,7%) e baixos para o 1,5-AG (2,9 pg/mL), caracterizam o mau controle
glicémico encontrado no grupo DM1. Embora as concentracdes do colesterol total,
HDL-c, LDL-c e triglicérides tenham sido estatisticamente diferentes entre 0os grupos
(P <0,001) permanecem dentro dos intervalos de referéncia para os respectivos
parametros analisados, ndo caracterizando os individuos como dislipidémicos. Para
os biomarcadores de funcédo renal as diferencas entre 0s grupos tiveram um
P<0,001, com excecado da albumina, porém os individuos nao foram declarados com
gualquer tipo de lesédo renal até o fim deste estudo. Os polimorfismos da regido
promotora do gene apoM foram genotipados para ambos os grupos, sendo utilizadas
as técnicas de PCR-RFLP para os polimorfismos rs805296 e rs9404941 e a de PCR
em tempo real com sonda TagMan® para o rs805297. Todos o0s polimorfismos
analisados estdo no equilibrio de Hardy-Weinberg. Neste estudo os polimorfismos
rs805296 (P=0,142) e rs9404941 (P=0,142) ndo foram associados ao DM1 quando
analisados no modelo co-dominante. As frequéncias para os alelos raros dos
polimorfismos em estudo foram, no geral, similares aos descritos para outras
populacdes europeias ou Caucasoides e menores quando comparados a Orientais. O
alelo raro (C) do polimorfismo rs9404941 foi associado ao aumento das
concentracfes de glicemia ao acaso (P=0,011) e diminuicdo da concentracdo de
LDL-colesterol apenas em criancas portadoras de DM1, ndo havendo relatos
anteriores da associacdo entre este polimorfismo com ambos 0s parametros
bioquimicos para pacientes diabéticos. O rs805297 quando analisado no modelo
recessivo mostrou diferenca estatistica entre os grupos (P=0,021), sugerindo
associacao do alelo A como sendo protetor a doenca, embora novos estudos com
diferentes populacbes e maior tamanho amostral devam ser realizados para
substanciar os resultados encontrados.

Palavras-chave: Diabetes mellitus, polimorfismo, gene apoM.



ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) actualy considered an epidemic is a heterogeneous group of
metabolic diseases characterized by hyperglycemia resulting from defects in
secretion or insulin action. In children and adolescents the most common form of
diabetes is type 1 (DM1), which may correspond to 10% of cases of diabetes.
Develops DM1 as a result of a combination of genetic predisposition, environmental
factors associated with leading to the destruction of B cells produce insulin. Early
diagnosis, glycemic and lipid control appropriate, and proper treatment minimizes the
comorbidities associated with the disease. The objective of this work was to study
genetic variations in the promoter region of apoM gene associated DM1, correlating
with biomarkers glycemic control. The project was approved by the Ethics Committee
of the Federal University of Parand - Health Sciences Sector (CAAE:
24676613.6.0000.0102). This study 317 children aged up to 14 years, were divided
into two groups: control children (n=169), with healthy subjects and DM1 group
(n=148) with diseased individuals. Were measured biomarkers glycemic control, lipid
profile and renal function. The high values found for HbAlc (9.7%) and lower for 1,5-
AG (2.9 mg/mL) characterize poor glycemic control found in DM1 group. Though the
concentrations of total cholesterol, HDL-c, LDL-c and triglycerides were statistically
different between groups (P <0.001) remain within reference ranges for the
respective analysis parameters no featuring as dyslipidemic individuals. To
biomarkers of renal function differences between groups had a P <0.001, with the
exception of albumin, but the subjects were not reported in any type of renal injury
until the end of the study. The polymorphisms of the promoter region of gene apoM
were genotyped both groups being used PCR-RFLP techniques to rs805296 and
rs9404941 polymorphisms and real-time PCR with TagMan probe to rs805297. All
polymorphisms analyzed in Hardy-Weinberg equilibrium.  This study rs805296
(P=0.142) and rs9404941 (P = 0.142) polymorphisms, were not associated with DM1
when analyzed in co-dominant model. The frequencies to the rare alleles of
polymorphisms were generally similar to described for other European or Caucasoid
populations and lowers to compared Eastern. The rare allele (C) rs9404941
polymorphism was associated with increased glucose concentrations random (P =
0.011) and decrease LDL-cholesterol concentration only in children DM1 with no
previous reports of the association between this polymorphism with both biochemical
parameters for diabetic patients. The rs805297 when analyzed in the recessive
model demonstrate statistical differences between groups (P = 0.021), that suggest
association of the allele to be protector to disease, although further studies with
different populations and increased sample amount should be conducted to prove
results.

Keywords: Diabetes mellitus, polymorphism, gene apoM.
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1 INTRODUCAO

O Diabetes mellitus (DM) € um grupo heterogéneo de doengas metabdlicas,
caracterizado por hiperglicemia, resultante de defeitos na secrecdo ou na agao da
insulina. A hiperglicemia crénica que ocorre no diabetes esta associada a danos
em longo prazo, a disfuncdo e falha de diferentes Orgdos e sistemas,
especialmente olhos, rins, sistema nervoso, coragdo e vasos sanguineos (ADA,
2014b; SBD, 2016).

A grande maioria dos pacientes diabéticos é classificada em duas grandes
categorias: diabetes mellitus tipo 1 (DM1), que € causada por uma deficiéncia
absoluta de insulina, e diabetes mellitus tipo 2 (DM2), que é caracterizado pela
presenca de resisténcia a insulina com um aumento compensatorio na secrecao de
insulina inadequada. Além disso, mulheres que desenvolvem diabetes durante a
gestacdo sao classificadas como tendo diabetes mellitus gestacional (DMG). Ha
outros tipos de diabetes ou “outros tipos especificos” classificados separadamente
(TRIPLITT et al., 2000), incluindo um grupo designado MODY (Maturity-Onset
Diabetes of the Young), sindromes diabéticas monogénicas (ADA, 2016).

O diabetes mellitus tipo 1 (DM1) se desenvolve como consequéncia de uma
combinacdo de predisposicdo genética, associados a fatores ambientais
desconhecidos e eventos aleatérios, onde ha destruigdo das células B, produtoras
de insulina nas ilhotas de Langerhans no pancreas (ANDERSON; BLUESTONE,
2005; BLUESTONE; HEROLD; EISENBARTH, 2010). O DM tipo 1 é caracterizado
por destruicdo das células beta que levam a uma deficiéncia de insulina, sendo
subdivido em tipos 1A e 1B. Devido a deficiéncia da insulina, estes pacientes
frequentemente apresentam os sintomas agudos do diabetes e marcada elevacéo
da glicemia, e aproximadamente 1/3 sédo diagnosticados em cetoacidose com risco
de vida. (EDIC, 2003; MAAHS; REWERS, 2006; BLUESTONE; HEROLD;
EISENBARTH, 2010).

A maioria dos casos de DM1, o tipo 1A, é caracterizada pela presenca de
auto anticorpos, sendo 0os mais comuns o anticélulas das ilhotas (ICA), anti-acido
glutdmico descarboxilase (GAD), antitirosino fosfatases I1A-2 e IA-2[3 e anti insulina,
que identificam o processo autoimune da doenca e levam a destruicdo das células,

sendo caracterizado como diabetes imunomediado. A destruicdo autoimune das
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células possuem vérias predisposicdes genéticas, além de estar relacionada a
fatores ambientais que ainda nédo estdo bem definidos (GAVIN et al., 2002).

Ja em outros casos de diabetes mellitus tipo 1 com etiologias desconhecidas
ou onde nenhuma evidéncia de autoimunidade esta presente, os pacientes sédo
classificados como diabéticos idiopaticos ou tipo 1B. Os individuos com esta forma
de diabetes sofrem episédios de cetoacidose e exibem diferentes graus de
deficiéncia de insulina entre um episédio e outro. A minoria dos pacientes com DM1
se enquadram nessa categoria, sendo a maioria dos pacientes desse subgrupo de
origem africana ou asiética. (GAVIN et al., 2002).

A genética do diabetes mellitus tipo 1 ndo pode ser classificada de acordo
com um modelo especifico dominante ou recessivo, ou heranga intermediaria de
um conjunto especifico de genes, pois o DM1 representa uma heterogénea e
poligénica desordem. Evidéncias mais diretas tém sido observadas em forte
associacao entre varias variantes genéticas e o DM1. O primeiro locus de risco
genético principal foi detectado em 1974 por Nerup e colaboradores (NERUP et al.,
1974) seguido por Cudworth e Woodrow (CUDWORTH; WOODROW, 1975), que
detectaram associacdo com o sistema HLA. Desde entdo, 30 anos de estudos
genéticos tem avancado significativamente nosso conhecimento sobre os fatores
de susceptibilidade genética para o DM1, tornando-a uma das doencas genéticas
complexas mais estudada até o momento (ALIZADEH; KOELEMAN, 2008).

Os polimorfismos genéticos que se mostraram envolvidos com DM1 tem
aumentado significativamente nosso conhecimento sobre quais vias metabdlicas
estdo afetadas no DM1 (ALIZADEH; KOELEMAN, 2008).

A variante T-778C (rs805296) localizada no promotor do gene apoM esta
associada com susceptibilidade de risco para o DM1 (WU et al., 2009).
Apolipoproteina M (apoM) é uma nova apolipoproteina descoberta em 1999 e é
uma carreadora do mediador metabolicamente ativo, esfingosina-1-fosfato, na
lipoproteina colesterol de alta densidade (HDL) e esta implicada no transporte
reverso do colesterol mediada pela HDL (DUAN; DAHLBACK; VILLOUTREIX,
2001; CHRISTOFFERSEN et al., 2006; CHRISTOFFERSEN et al., 2011).

Estudos sugerem que as concentracdes plasmaticas de apoM podem mudar
em pacientes com hiperlipidemia (CHRISTOFFERSEN et al., 2012; TABATABAEI-
MALAZY et al.,, 2014) e em modelos in vivo (NOJIRI et al., 2014) e in vitro
(WOLFRUM et al., 2008; NOJIRI et al., 2014) de diabetes.



20

Por ser uma apolipoproteina descoberta recentemente, com poucos estudos,
sugerindo maiores pesquisas e investigagao, justifica-se esse projeto de pesquisa
com objetivo de responder as varias perguntas existentes sobre o gene apoM

relacionada ao diabetes mellitus tipo 1.

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral

Estudar variacdes genéticas do gene apoM associadas ao Diabetes mellitus tipo

1, correlacionando com biomarcadores de controle glicEmico e lipidico.

1.1.2 Objetivos especificos

o Selecionar amostras de sangue de criangas para o grupo com diabetes tipo 1
e para o grupo controle saudavel;

o Verificar as frequéncias genotipicas e alélicas para os polimorfismos do gene
apoM (rs805297, rs9404941, rs805296) em pacientes com diabetes mellitus
tipo 1 e individuos saudaveis usados como controle;

o Associar as variantes genéticas aos marcadores laboratoriais do perfil lipidico,

controle glicémico, funcéo renal e nutricional.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DIABETES MELLITUS

O diabetes é uma condi¢do definida principalmente pela hiperglicemia
causando danos vasculares, a qual est4 associada a reducdo da expectativa
de vida como qualidade de vida, devido as complicagdes microvasculares
(retinopatia, nefropatia e neuropatia) e macrovasculares (doenca isquémica do
coracdo, acidente vascular cerebral (AVC) e doenca vascular periférica) (ADA,
2016).

O diabetes pode ser classificado nas seguintes categorias gerais:
diabetes mellitus tipo 1 (DM1); diabetes mellitus tipo 2; diabetes mellitus
gestacional (DMG), e os tipos especificos de diabetes devido a outras causas,
como por exemplo, sindromes do diabetes monogénico (MODY - Maturity-
Onset Diabetes of the Young), doencas do pancreas exocrino, como a fibrose
cistica; por uso de drogas, como o tratamento para HIV/AIDS ou apos
transplante de 6rgéos (ADA, 2015).

Embora seja classificado em quatro categorias gerais, a grande maioria
dos casos de diabetes dividem-se em dois grandes grupos etiopatogenéticos:
DM1 e DM2. O DM1 é causado pela deficiéncia absoluta da secrecao de
insulina. Os individuos com risco aumentado de desenvolvimento deste tipo de
diabetes podem frequentemente ser identificados pela evidéncia sorolégica de
um processo patoldgico autoimune, que ocorre nas ilhotas pancreaticas e por
marcadores genéticos. Em sua maioria, a destruicdo das células € mediada
por autoimunidade, caracterizando o DM1A ou autoimune, porém existem
casos sem evidéncias de processo autoimune, a esse tipo de DM refere-se
como DM1B ou idiopatico (SBD, 2014). Ja, o DM2, muito mais prevalente, é
causado pela combinacdo de resisténcia a acdo da insulina e resposta
secretora compensatoria inadequada a insulina (ADA, 2014a).

Uma epidemia de diabetes mellitus (DM) esta em curso. Atualmente,
estima-se que a populagcdo mundial com diabetes seja da ordem de 415
milhées e que alcance 642 milhdes em 2040, como mostrado na FIGURA 1.

Cerca de 80% desses individuos vivem em paises em desenvolvimento, onde a
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epidemia tem maior intensidade e ha crescente propor¢cdo de pessoas
acometidas em grupos etarios mais jovens, as quais coexistem com o
problema que as doencas infecciosas ainda representam (WILD et al., 2004;
IDF, 2015a).

FIGURA 1 - DISTRIBUIGAO GLOBAL DO DIABETES MELLITUS.
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Estimativa do numero de pessoas afetadas pelo diabetes em todo o mundo, subdividido por
regido em 2015 e 2040 com idade entre 20 e 79 anos. FONTE: Adaptado de IDF 2015a.

O custo do diabetes nos Estados Unidos no ano de 2002 estimado pela
American Diabetes Association (ADA) foi de 132 bilhdes de ddlares, podendo
chegar a 192 bilhdes em 2020 e em 2040 a estimativa € de que esse valor
ultrapasse os 800 bilhdes de doélares (ADA, 2003; IDF, 2015b). Estimativas do
custo direto para o Brasil estdo em torno de 3,9 bilhdes de ddlares, havendo
cerca de 490.000 individuos adultos com diabetes diagnosticados e
catalogados até dezembro de 2012 (BARCELO et al., 2003; DATASUS, 2015).
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Diabetes é uma doenca cronica e complexa, que exige cuidados
médicos permanentes, com estratégias de reducdo de riscos multifatoriais,
além do controle glicémico. A educacdo do paciente, 0 autogerenciamento e
apoio sao essenciais para prevenir complicacées agudas e reduzir o risco de
complicagdes a longo prazo (ADA, 2015).

2.1.1 Diabetes mellitus tipo 1

O diabetes mellitus tipo 1 (DM1) representa de 5 a 10% do diabetes
mellitus, em geral seu aumento tem sido em todo o mundo, aproximadamente
86.000 criancas desenvolvem essa patologia ao ano, o que representa 3%
(IDF, 2015a).

A incidéncia varia amplamente entre os diferentes paises e entre as
diferentes etnias. Em 2015, o numero de criangcas com DM1 em todo o0 mundo
foi de 542 milhdes (IDF, 2015a), sendo o Brasil ocupante do terceiro lugar no

ranking, conforme FIGURA 2.

FIGURA 2 - CRIANCAS COM DM1.
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O gréfico mostra o ranking de 10 paises com o0s respectivos nimeros de criancas
diagnosticadas com DML, tendo idade entre O e 14 anos.
FONTE: Adaptado de IDF, 2015a.
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Possivelmente, o aumento da incidéncia juntamente com reduzida
mortalidade precoce, contribui para o aumento da prevaléncia da doenca
(VANBUECKEN; LORD; GREENBAUM, 2000).

O diabetes mellitus tipo 1 (DM1) é caracterizado por ser uma doenca
cronica com destruicdo total na maioria dos casos ou parcial das células 3, o
gue resulta na incapacidade progressiva de produzir insulina (CRAIG et al.,
2014). Os pacientes dependem de insulina para sua sobrevida, explicando o
antigo termo diabetes mellitus insulino-dependente. Sem insulina, estes
pacientes desenvolvem complicacfes metabdlicas graves, como cetoacidose
aguda e coma (BLOOM; HAYES; GAMBLE, 1975; ATKINSON, 2012).

Como a insulina é um importante hormbnio anabdlico, o
comprometimento da funcdo da insulina afeta ndo apenas o metabolismo de
glicose, como também o metabolismo de lipideos e proteinas. A absorgéo
diminuida ou abolida de glicose pelos tecidos adiposo e muscular e a
neoglicogénese hepatica resulta em hiperglicemia grave e glicosuria. A
glicosuria induz diurese osmdtica (poliuria), causando perda de agua e
eletrélitos, o que estimula a sede (polidpsia). O catabolismo de proteinas e
lipideos tende a induzir uma balanco energético negativo (polifagia),
completando a triade classica do diabetes: polidria, polidpsia e polifagia (IDF,
2013).

Embora o DM1 possa afetar todas as faixas etarias, a maioria dos
pacientes recebe o diagndstico na infancia ou adolescéncia (ATKINSON,
2012), sendo episddios de cetoacidose diabética o primeiro sintoma em alguns
casos (ver topico 2.2.1), ressaltando que em bebes e criancas 0s sinais e
sintomas relacionados na QUADRO 1 podem ser mais dificeis de se detectar
(IDF, 2013).
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QUADRO 1 - SINAIS E SINTOMAS DO DIABETES MELLITUS TIPO 1 EM CRIANCAS

MAIS COMUM MENOS COMUM GRAVE
. Vomitos e dores abdominais
Perda de peso Fome excessiva
agudas
Polidria: em
criangas . Bochechas | Cheiro cetonico
: . Visao turva .
incontinéncia coradas caracteristico
urinaria é comum

. Diminuicéo no nivel de
Infeccbes de pele A
Cansaco consciéncia

Dores abdominais Coma Choque
FONTE: Adaptado de IDF, 2013.

Por isso, além da presenca ou auséncia de sintomas, os critérios de
diagnostico para o DM1 em criangas séo baseados também nas concentragoes
plasmaticas de glicose, (WHO, 2006; ADA, 2014b, 2016), podendo ser
utilizados diferentes métodos para o diagnostico (QUADRO 2). Assim, o critério
diagnostico para o diabetes é baseado nas concentracdes plasmaticas de
glicose e na presenca ou auséncia de sintomas (ADA, 2016). E recomendado
gue mesmo na auséncia de hiperglicemia, porém com sintomas evidentes, 0s
exames sejam refeitos em outro momento para confirmacdo do diagnostico
(CRAIG et al., 2014), positivo ou negativo.

QUADRO 2 - CRITERIOS DE DIAGNOSTICO PARA DM1

Os sintomas classicos de diabetes ou crise hiperglicémica, com a
concentracdo de glicose ao acaso no plasma = 200mg/dL;

Glicose no plasma em jejum® =2126mg/dL;

Glicemia 2-horas apés 75 g de glucose oral (teste oral de tolerancia a glicose
(TOTG)? 2200mg/dL;

Hemoglobina glicada (HbA1c)® 26.5%".

FONTE: WHO, 2006; CRAIG et al, 2014; ADA, 2016.

! O jejum é definido como a auséncia de ingest&o caldrica por pelo menos 8 horas.
2 O teste deve ser realizado usando 75 g de glicose.

% O teste deve ser realizado usando um método National Glycohemoglobin Standardization
Program (NGSP) certificado e nos padrbes da Diabetes Control and Complications Trial
DCCT).

S Um valor inferior a 6,5% nédo exclui o DM1 diagnosticado por meio do teste de glicose. O
papel da HbAlc independente do diagndstico de DM1 em criangas ainda ndo esta totalmente
esclarecida.
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Assim como ocorre em todas as doencas autoimunes, a susceptibilidade
genética e os fatores ambientais sédo importantes na patogenia do DM1A.

Os primeiros loci de susceptibilidade para DM1 identificados estao
localizados no cromossomo 6, na regido do HLA (Human Leukocyte Antigen), e
sabe-se que essa regido esta aproximadamente 60% relacionada aos casos
dessa patologia (REDONDO; FAIN; EISENBARTH, 2001; ATKINSON, 2012). A
importancia dos genes HLA para o risco do DM1 ressalta o papel do sistema
imune adaptativo no desenvolvimento da auto-imunidade (NOBLE; ERLICH,
2012).

Existem trés classes HLA, designadas |, Il e lll. Os peptideos ligados a
moléculas de HLA de classe | sédo reconhecidos pelas células T CD8; os
antigenos ligados a moléculas de classe Il séo reconhecidos por células T CD4
(REDONDO; FAIN; EISENBARTH, 2001), a regiao de classe Il ainda vem
sendo estudada, mas sabe-se que codificam uma variedade de moléculas com
varias fungdes, incluindo os componentes do sistema complemento (C2, C4, e
Bf) e fator de necrose tumoral (TNF) (KELLY et al., 2003). O risco para a DM1
esta fortemente associado ao HLA de classe Il haplétipos DR3 e DR4, com
maior risco aqueles com o gendétipo DR3/DR4 (ATKINSON; EISENBARTH;
MICHELS, 2014).

Novos estudos tém descoberto multiplos outros genes que também
contribuem para o risco para o DM1 (KELLY et al., 2003; CONCANNON; RICH;
NEPOM, 2009). O gene INS-VNTR (Insulin - Variable Number Tandem
Repeat), localizado na regido promotora do gene da insulina (INS) situado no
cromossomo 11, contribui com mais de 10% da susceptibilidade genética do
DM1 (DAVIES et al., 1994). Ainda podem ser citados os genes CTLA-4
(cytotoxic T lymphocyte associated-4), (NISTICO et al., 1996) IL2RA (IL-2
receptor complex locus) (VELLA et al.,, 2005), PTPN22 (protein tyrosine
phosphatase, non-receptor type 22) (BEGOVICH et al., 2004), além de outros,
como contribuintes para susceptibilidade genética da doenca.

Estes genes, na sua maioria, também impactam a funcdo do sistema
imune, contudo, sua contribuicdo é ofuscada pelo impacto dos genes HLA. De
forma interessante, estudos recentes sugerem que os genes HLA contribuem
primariamente para o desenvolvimento de auto-anticorpos, enquanto que 0sS

genes nao-HLA e fatores ambientais possam ser mais importantes na
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progressdo de autoanticorpos para a manifestacdo clinica da doenca (KNIP et
al., 2002; STECK et al., 2015).

A etiologia autoimune do DM1 € marcada pela presenca de
autoanticorpos circulantes, especificos para as células 3, desempenhando um
papel importante na progressdo de lesdes autoimune. Os principais
marcadores de humorais de agressdo autoimune para o DM1 sdo os
autoanticorpos: anti-ilhotas pancreaticas (ICA), anti-insulina (IAA), anti-
descarboxilase do &cido glutdmico isoformas de massa molecular 65 kDa (GAD
65), anti-tirosina fosfatases (IA2 e IA2B) e anti-transportador de zinco (Znt8)
(KELLY et al., 2003; GROOP; POCIOT, 2014; SBD, 2016), sendo esses auto-
anticorpos detectaveis de 85 a 90% em individuos com DM1 no momento do
diagnostico (KELLY et al., 2003).

Trés mecanismos interligados sdo responsaveis pela destruicdo das
células das ilhotas no DM1A: susceptibilidade genética, autoimunidade e
agressao ambiental. O modelo da histéria natural sugere fases que comecam
com uma susceptibilidade genética (fase 1); na qual os individuos
geneticamente  suscetiveis entram em contato com um agente
externo/ambiental (fase 1) podem desencadear a autoimunidade (fase III).
Inicialmente os individuos com o sistema autoimune ativado mantem o nivel de
producdo de insulina; durante a fase IV as anormalidades imunolégicas
persistem, entdo ocorre uma perda progressiva do -producdo de insulina
estimulada por glicose, apesar das concentracbes normais de glicose
plasmatica. Na fase V, sinais clinicos da doenca ficam evidentes, seguido de
uma destruicdo em massa das células B (RABINOWE; EISENBARTH, 1984).

Embora este modelo tenha servido a comunidade cientifica como
referéncia para pesquisas e melhor entendimento do DM1, ao longo dos anos
sofreu modifica¢des devido principalmente ao grande avanco das pesquisas na
area genética (FIGURA 3) (ATKINSON, 2012).
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FIGURA 3 - FASES DO DESENVOLVIMENTO DO DM1.

Desequilibrio
do sistemaimune Gatilhos ambientais
e reguladores
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» A
-— Pré-diabetes » Diagnostico de diabetes
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Baixa detecgio de peptideoC

Modelo atual das fases do desenvolvimento do DM1, incluindo informacdes de pesquisas que
elucidam o entendimento dos papeis exercidos pela genética, imunologia e fatores ambientais
relacionados ao DM1. IAA-auto-anticorpos contra insulina; GADA-auto-anticorpos contra GAD;
IA-A2-autoanticorpos contra IA-2; ICA-auto-anticorpos contra células da ilhota; FPIR- primeira
fase de resposta a insulina; IVGTT — teste intravenoso de tolerdncia a glicose. FONTE:
Adaptado de ATKINSON, 2012.

Individuos geneticamente susceptiveis, no momento que entrarem em
contato com um gatilho ambiental, dardo inicio ao processo autoimune,
desencadeando uma queda linear da massa de células, desenvolvendo
autoanticorpos, hiperglicemia até eventual perda de peptideo C (CHATENOUD;
BLUESTONE, 2007). Diferentes pesquisadores argumentam que a progressao
da doenca ndo é um processo linear, mas sim, apresenta um ritmo variado
entre os pacientes (CHATENOUD; BLUESTONE, 2007).

Bonifacio e colaboradores (1999) e van Belle e colaboradores (2011)
propdem uma versdo mais detalhada desse modelo ndo-linear descrevendo o
DM1 como uma doencga “remitente-recorrente”. Os autores sugerem que ocorre
um desequilibrio entre as células T efetoras autorreativas e as células T
reguladoras desenvolvido ao longo do tempo, levando a eventual diminuicao
das células B (BONIFACIO et al.,, 1999; VAN BELLE; COPPIETERS; VON
HERRATH, 2011), ilustrado na FIGURA 4
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FIGURA 4 - EQUILIBRIO DO SISTEMA IMUNOLOGICO NA PATOGENESE DA DOENCA.

Falha de tolerancia

central ou periférica:
CTLAA4, INS, HLA

Imunidade Regulagao

Imunidade

Fatores ambientais

: Regulagao
Imunidade . : .o
. Células T CD4 e CD8 patogénicas + Células T regulaténias (IL-10 e TGF-E)
. Células B patogénicas + Células B regulaténas (IL-10)
= Ativacdo das células dendriticas (IL-12) * Alivacdo das células dendriticas (IDO)

Esquema ilustrando o equilibrio da regulagédo imune contra a patogenia, destacando alguns
genes que podem influenciar o equilibrio através da tolerancia central ou periférica e dos
efeitos ambientais que controlam o sistema imune. Os tipos principais de células que afetam o
equilibrio durante as respostas imunitarias sdo as interleucinas (IL) e IDO (indoleamina-2,3
dioxigenase). FONTE: Adaptado de BLUESTON; HEROLD; EISENBARTH, 2010.

Considerando esse desequilibrio, apos a administracdo de insulina
exdgena, ha um efeito temporariamente contrario através de resposta
proliferativa das células B, podendo ser traduzida numa fase transitéria na
producéo de insulina tardia chamada honeymoon (“lua de mel”) (BONIFACIO et
al., 1999; VAN BELLE; COPPIETERS; VON HERRATH, 2011), conforme
FIGURA 5.

A idade avancada, na qual a apresentacao inicial da doenca é menos
grave, e baixos valores ou auséncia dos autoanticorpos ICA ou IA-2 estdo
associados consistente e constantemente a mais profunda e longa remisséo

(CHASE et al., 2004).
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FIGURA 5 - IMUNOLOGIA DO DML1.
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Um gatilho imunolégico indefinido ocorre em um individuo com predisposicdo genética e inicia
um processo imunolégico. Os eventos iniciadores envolvem infiltracdo de células imunes
inatas, os mondcitos e células natural killer (NK) com células B autorreativas (elipse laranja)
nas ilhotas pancreaticas. O sitio principal da apresentacdo de antigeno é encontrado no o
linfonodo pancreético onde antigenos das ilhotas séo apresentados por células apresentadoras
de antigenos, as APCs (elipse branco) para as células T (pontos castanhos). As elipses em cor
azul clara sdo APCs carregadas com antigenos das ilhotas. As células B (pontos verdes) e as
células dendriticas podem estar entre as APCs. A infiltracdo celular das ilhotas continua
ocorrendo, mas a insulite é desigual. llhotas com infiltracdo podem estar localizadas perto de
ilhotas sem células. O processo visa especificamente as células B produtoras de insulina
(circulos azul-claros), enquanto que outras células enddcrinas (circulos vermelhos) dentro das
ilhotas sdo poupadas. Nos linfonodos, o ciclo de apresentacdo de antigeno, ativacdo das
células da imunidade adaptativa, permissdo de células T efetoras continuam ocorrendo,
sempre com a perda de células B ao longo do tempo. Ha evidéncias de uma tentativa de
regeneracdo de células B no meio da inflamagdo das ilhotas (circulos azul-escuros)
(honeymoon phase). As células T reguladoras (pontos amarelos) podem conter esse processo
num primeiro momento, mas ndo sdo capazes de inibir nos estagios finais. Com a perda
continua de células B a hiperglicemia pode ser detectada. Terapias imunolégicas podem
recuperar a capacidade de producdo de insulina das células, que ainda ndo foram destruidas,
apesar de se fazer necesséria o uso da insulina, porém sem intervencéo, a perda de células B

continua trazendo danos trauméticos aos portadores de DM1. FONTE: Adaptado de
BLUESTON; HEROLD; EISENBARTH, 2010.

Em resumo, embora os autoanticorpos derivados das células B possam
refletir um prognéstico para autoimunidade, sdo provavelmente participantes
ativos na resposta imune devido a sua capacidade de apresentar antigenos
diabetogénicos para células T CD4 e CD8 (VAN BELLE; COPPIETERS; VON
HERRATH, 2011).
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Com a identificacdo e descricdo de autoanticorpos em individuos com
DM1 (NIERRAS; ATKINSON; GOLDSTEIN, 2010) em combinagdo com a
crescente compreensdo da susceptibilidade genética, vém sendo possivel
prever quais pacientes irdao desenvolver DM1 (BONIFACIO; ZIEGLER, 2010).

Contudo, algumas formas de DM1 ndo possuem etiologias conhecidas,
como o DM1 subtipo B ou idiopéatico, que € caracterizado por supostos
mecanismos lesivos sobre as células B e potencialmente sobre outros
componentes do péancreas enddcrino e exécrino (VLAD; TIMAR, 2012).
Pacientes portadores desse tipo de DM tém permanente insulinopenia e séao
propensos a cetoacidose, ndo havendo evidéncias de autoimunidade nem
associacao ao HLA; sendo esta forma de diabetes fortemente ligada a heranca
genética (ADA, 2015).

2.2 COMPLICACOES ASSOCIADAS AO DM1

Através de estudos clinicos prospectivos acredita-se que as
concentragcfes plasmaticas de glicose constituam o principal fator etiolégico
envolvido na patogénese dos danos microvasculares (THE-DIABETES-
CONTROL-AND-COMPLICATIONS-TRIAL-RESEARCH-GROUP, 1993;
WRITING TEAM FOR THE DIABETES; COMPLICATIONS
TRIAL/EPIDEMIOLOGY OF DIABETES; COMPLICATIONS RESEARCH, 2002;
WHITE et al., 2008; DIABETES et al.,, 2009). Poderia se argumentar, que
embora todas as células do corpo estejam expostas a elevadas concentracfes
de glicose plasmatica em pacientes com DM1, nem todas as células
desenvolvem alteracdes associadas a injuria vascular (MELENDEZ-RAMIREZ;
RICHARDS; CEFALU, 2010). As células do endotélio capilar da retina, as
células mesangiais no glomérulo e as células de Schwann dos nervos
periféricos estao vulneraveis as altas concentracfes de glicose porque ndo sao
capazes de regular eficientemente o transporte da glicose para o interior da
célula, resultando em hiperglicemia intracelular, a qual induz mecanismos
intracelulares que resultam em dano (BROWNLEE, 2001). Os mecanismos
pelos quais a glicose induz as alteracdes bioquimicas e metabdlicas que

causam as anormalidades nestes tecidos, tais como aumento da
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permeabilidade endotelial resultando em extravasamento de plasma e
proteinas, ndo sdo completamente compreendidos (BROWNLEE, 2001).

Além do controle glicémico, outros fatores sdo relevantes para o
desenvolvimento de complicacdes relacionadas ao DM1, como o tempo de
diabetes, idade, histérico familiar, dislipidemia e hipertensdo (GLASTRAS;
MOHSIN; DONAGHUE, 2005).

Algumas complicagdes relacionadas ao DM1 mais especificamente em
criangas podem ser citadas (IDF, 2013):

o Baixas doses de insulina levam ao crescimento insuficiente e a

puberdade tardia;

o Retinopatia: resultando em perda da visédo levando a cegueira;
o Nefropatia diabética: causando hipertensao e insuficiéncia renal,
o Neuropatia: causando dor, fraqueza muscular, parestesia e disfuncao

autondémica ou disautonomia;

o Complicacdes macrovasculares: podendo causar doencas cardiacas dos
mais variados tipos e niveis, acidente vascular cerebral (AVC), além da
doenca vascular periférica com perda de membros.

As complicacbes do diabetes sdo um problema de saude, que
ocasionam morbidade e mortalidade e piora significativa da qualidade de vida
por incapacitacdo e diminuicdo da sobrevida nos afetados pelo DM1. O
controle da glicemia através da educacéo intensiva e imediato tratamento apos
o diagndstico reduz de maneira significativa as complicacdes e sua severidade
(IDF, 2013).

2.2.1 Cetoacidose diabética

A cetoacidose diabética (CAD) é causada por uma reducéo efetiva na
insulina circulante, associada ao aumento dos hormdnios contra-regulatorios
incluindo glucagon, catecolaminas, cortisol e horménio do crescimento, levando
ao aumento da producado de glicose pelo figado e rins e & uma diminui¢do no
uso da glicose periférica, resultando em hiperglicemia e hiperosmolaridade. O

aumento da lipdlise com formag&o dos corpos cetdnicos (acido acetoacético e
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acido pB-hidroxibutirico), provoca cetonemia e acidose metabdlica. A
hiperglicemia e acidose resultam em diurese osmética e desidratacao,
causando obrigatoriamente a perda de eletrélitos (DUNGER; SPERLING;
ACERINI; BOHN; DANEMAN; DANNE; GLASER; HANAS; HINTZ; LEVITSKY;
SAVAGE; TASKER; WOLFSDORF; EUROPEAN SOCIETY FOR PAEDIATRIC,;
et al., 2004).

A cetoacidose diabética (CAD) ocorre quando ha deficiéncia de insulina,
sendo detectada mais frequentemente no momento do diagnéstico em criancas
e adolescentes com diabetes, usualmente na fase aguda da doenga (IDF,
2013).

Os critérios bioquimicos estabelecidos pela IDF (2013) e ISPAD (2013)
para CAD séao:

e Hiperglicemia: glicose plasmatica ao acaso > 200 mg/dL;
e pH venoso <7,3;
e Cetonuria e cetonemia.

Os sintomas classicos de CAD sao hiperglicemia, acidose e
desidratacdo (WHITE, 2000). Os sintomas mais severos sao vomitos, dores
abdominais, faces coradas, cheiro doce (cetotico, halito com odor de frutas) ao
respirar, desidratacdo e continua politria, mudancas na respiracdo comecando
rapido e superficial, passando a suspiros profundos (respiracdo de Kussmaul),
até diminuir o nivel de consciéncia podendo levar o paciente ao coma (WHITE,
2000; IDF, 2013).

Os principios gerais para controle da cetoacidose diabética incluem
(WHITE, 2000; KITABCHI et al., 2001; IDF, 2013):

o Funcdo cardiovascular adequada, garantindo oxigenacao e circulacao
apropriadas;

o Correcao do desequilibrio eletrolitico e da acidose metabdlica;

o Reducéo gradual da glicemia e osmolaridade do plasma;

o Avaliar e tratar as causas basicas da cetoacidose, por exemplo uma
infeccao;

o Monitorar atentamente e tratar qualquer complicagdo de CAD, atraves

de sinais vitais e acompanhamento neuroldgico.



34

Os protocolos de tratamento para a cetoacidose diabética pediatrica
variam consideravelmente entre deferentes centros (DUNGER; SPERLING;
ACERINI; BOHN; DANEMAN; DANNE; GLASER; HANAS; HINTZ; LEVITSKY;
SAVAGE; TASKER; WOLFSDORF; ESPE; et al., 2004; WOLFSDORF et al.,
2006; WOLFSDOREF et al., 2009). O protocolo ideal para administracdo de
fluido intravenoso constitui uma area de controvérsia, principalmente devido a
possibilidade de associacéo entre a taxas de infusdo endovenosa com edema
cerebral, a mais comum e mais temida complicagdo da CAD em criangas. A
manifestacéo clinica do edema cerebral potencialmente fatal ocorre em cerca
de 0,3 a 1,0% nos episodios de CAD (EDGE et al.,, 2001; GLASER et al.,
2001).

O edema cerebral € o acimulo de agua nos espacos intra e extracelular
do cérebro que podem ser de dois tipos: edema vasogénico e edema citotdxico
(KLATZO, 1967). No edema vasogénico ocorre ruptura das juncdes endoteliais
da barreira entre o cérebro e o sangue, resultando no extravasamento de
proteina intravascular e liquido no espaco intersticial cerebral. A maior parte
deste fluido ultrafiltrado acumula na matéria branca por causa de sua maior
complacéncia (RAPOPORT, 1978). No edema citotoxico, as juncoes
endoteliais da barreira entre o cérebro e o sangue permanecem intactos e a
causa do edema cerebral é a retencdo celular de sodio e agua resultante da
alteracdo do metabolismo energético e da bomba Na'/K'-ATPase.
Microscopicamente, o edema celular consiste do inchaco dos astrocitos com
reducdo correspondente do espaco extracelular. Tasker e colaboradores ao
avaliarem evidéncias clinicas de estudos neuropatolégicos em pacientes
pediatricos em cetoacidose diabética sugerem que o edema cerebral é de
origem vasogénica (TASKER; ACERINI, 2014).

Os sintomas e sinais do edema cerebral sdo varios, porém 0s mais
comuns sdao: aparecimento de dor de cabeca, diminuicdo gradual ou
deterioracdo no nivel de consciéncia, desaceleracdo impropria de pulso, e
aumento da presséo sanguinea (ROSENBLOOM, 1990).

A cetoacidose constitui a maior causa de morbidade e mortalidade em
criancas com DM1 (DUNGER; SPERLING; ACERINI; BOHN; DANEMAN;
DANNE; GLASER; HANAS; HINTZ; LEVITSKY; SAVAGE; TASKER;
WOLFSDORF; EUROPEAN SOCIETY FOR PAEDIATRIC; et al., 2004). Ha
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relatos de 15 a 67% de episddios de cetoacidose ho momento do diagndstico
(WHITE, 2000; REWERS et al., 2002; DUNGER; SPERLING; ACERINI; BOHN;
DANEMAN; DANNE; GLASER; HANAS; HINTZ; LEVITSKY; SAVAGE;
TASKER; WOLFSDORF; EUROPEAN SOCIETY FOR PAEDIATRIC; et al.,
2004). A mortalidade esté relacionada predominantemente ao edema cerebral
(DUNGER; SPERLING; ACERINI; BOHN; DANEMAN; DANNE; GLASER,;
HANAS; HINTZ; LEVITSKY; SAVAGE; TASKER; WOLFSDORF; EUROPEAN
SOCIETY FOR PAEDIATRIC; et al., 2004).

A prevencao da cetoacidose diabética ndo esta relacionada apenas com
a correta administracdo de insulina, uma vez que esta associada a eventos

precipitantes comuns como, por exemplo, uma infec¢ao (BRINK et al., 2014).

2.3 BIOMARCADORES ASSOCIADOS AO DIABETES MELLITUS TIPO 1

Embora seja dificil comparar Europa e Estados Unidos com o resto do
mundo, a causa especifica de mortalidade relacionada ao DM1 mudou no inicio
do século XXI, se comparada as ultimas décadas do século XX. A mortalidade
devido a complicagcbes metabdlicas agudas, principalmente cetoacidose,
condicdo de risco de vida, € ainda inaceitavelmente alta em criancas com
acesso ao diagnéstico e abordagens terapéuticas amplamente disponiveis em
paises industrializados. Embora as taxas de mortalidade devido a
complicagcBes cronicas também mostram sinais de diminuicdo, se tem pouca
informacéo sobre a evolucdo em paises em desenvolvimento (ABlI KHALIL et
al., 2012).

No DM1, o papel do controle glicémico na contribuicdo das complicacdes
crbnicas esta claro e é bem estabelecido através de observacfes e estudos
clinicos prospectivos. As complicacdes estdo relacionadas com exposi¢cao do
individuo a hiperglicemia, sendo um dos marcadores de controle glicémico, a
hemoglobina glicada (HbAlc) (MELENDEZ-RAMIREZ; RICHARDS,; CEFALU,
2010).

Hemoglobina glicada (HbAlc) é a medida “padrdo ouro” para o controle
glicémico no diabetes. A maioria dos pacientes ndo gestantes devem manter a

HbAlc < 7%, pois esta concentracdo foi relacionada a menor complicacéo
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microvascular, sendo que o tratamento precoce da hiperglicemia pode reduzir
as complicagbes macrovasculares no futuro (ADA, 2016).

A quantificagdo da HbAlc deve ser realizado rotineiramente a cada 3
meses na avaliacdo de pacientes diabéticos, independentemente do tipo (ADA,
2016). O laboratério responséavel pela dosagem desse biomarcador, deve
seguir um protocolo certificado pelo National Glycohemoglobin Standardization
Program (NGSP) (ADA, 2016).

Um monossacarido de ocorréncia natural, estruturalmente semelhante a
glicose, o 1,5 anidroglucitol (1,5AG), foi aprovado pelo FDA em 2003 como um
marcador laboratorial de curto prazo para excursdes glicémicas, capturando
picos de hiperglicemia poés-prandial apos 1 dia com efeito perdurando até 2
semanas (BUSE et al., 2003; NGUYEN et al., 2007). O 1,5AG é filtrado nos rins
e 99,9% sofre reabsorcéo tubular (BUSE et al., 2003). Quando a concentragao
de glicose no soro excede o limiar renal (cerca de 180 mg/dL), a reabsorcéo do
1,5-AG é inibida competitivamente pela glicose, promovendo a excrecéo
urinaria de 1,5-AG e consequente reducdo nas concentracfes séricas deste
marcador (NERBY; STICKLE, 2009).

Para rastrear possiveis complicacdes renais (nefropatia), exame de urina
deve ser realizado anualmente em criancas com DM1, seguindo uma das duas
recomendacdes feita pela ISPAD (2014), que pode ser a coleta da primeira
urina da manha, para ver a razao entre albumina/creatinina ou uma coleta de
urina cronometrada para verificar as taxas de excre¢cdo de albumina
(DONAGHUE et al.,, 2014). Contudo, devem ser excluidas outras causas
relacionadas ao aumento da excrecéo de proteina, tais como glomerulonefrite,
infeccbes do trato urindrio, infeccdes intercorrentes e proteindria ortostatica
(GLASTRAS; MOHSIN; DONAGHUE, 2005).

Segundo White e colaboradores (2000), a medida da concentracdo
plasmatica do peptideo C, determina a quantidade de células B preservadas.
Foi mostrado que criancas menores com frequentes episodios de cetoacidose
tem concentracdes menos elevadas de peptideo C quando comparados a
outros grupos de diferentes idades, sugerindo que em criangas menores com
ocorréncias frequentes de CAD as concentracfes do peptideo C refletem a
diminuicdo da fungéo das células B (WHITE, 2000).
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Estudos populacionais estimam que 14-45% das criangcas com DM1
possuem dois ou mais fatores de risco para doenca cardiovascular
(RODRIGUEZ et al., 2006; SCHWAB et al., 2006; MARGEIRSDOTTIR et al.,
2008), e a prevaléncia de risco aumenta com a idade (SCHWAB et al., 2006).
Assim, toda crianca diagnosticada com DM1 com idade > 10 anos deve realizar
a quantificacdo do perfil lipidico apds estabilizacdo da glicemia, para verificar
possivel dislipidemia. Na presenca de dislipidemia, monitoramento anual é
razoavel. Se os valores de LDL-C estiverem dentro dos intervalos aceitaveis de
risco (<100 mg/dL), o perfil lipidico deve ser repetido a cada 3-5 anos (ADA,
2016; AMERICAN DIABETES, 2016)).

Alguns estudos (RIDKER et al., 2000; YUDKIN et al., 2000; TARGHER
et al., 2001) mostram que individuos jovens portadores de DM1 com bom
controle glicémico e sem qualquer evidéncia clinica de complicacées micro ou
macrovasculares, tem um aumento acentuado de niveis séricos de IL-6
(interleucina-6), quando comparados ao grupo saudavel. A IL-6 desempenha
um papel importante para iniciar ou acelerar inflamacgdes cronicas, constituindo
um marcador de processo inflamatério sem especificidade para uma
determinada patologia.

Apesar de estudos detalhados de varios tipos de auto-anticorpos
envolvidos na fisiopatologia do DM1, € dificil prever o momento em que
clinicamente a doenca ird se manifestar, destacando a importancia e

necessidade de biomarcadores adicionais (CABRERA et al., 2016).

24 TRATAMENTO DO DM1

Em 1921 com a descoberta da insulina fei inicialmente acreditou-se que a
cura do diabetes mellitus havia sido encontrada, um conceito erréneo
obviamente (ATKINSON; EISENBARTH, 2001), porém esse foi o primeiro
grande passo para o tratamento relacionado a doenca.

A insulina é um polipeptideo com massa molecular de 5800 Dalton (Da),
secretada por células B. A insulina é formada por duas cadeias, a cadeia A com
21 aminoacidos e uma ponte dissulfeto intracadeia, e a cadeia B com 30
aminoacidos (RAMESAN; SHARMA, 2009), conforme FIGURA 6.
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O péancreas secreta a insulina de duas maneiras: basal e bolus. A basal é
uma secrecao constante de insulina que permanece em baixas concentracdes
no sangue o tempo todo, ou seja, é produzida de forma continua, enquanto o
termo bolus, refere-se a quantidades maiores de insulina que sao liberadas na
circulagdo sanguinea em momentos de maior necessidade, como por exemplo,
apos as refeicdes ou quando had aumento de agucar no sangue (SBD, 2016).

Algumas limitagBes clinicas da insulina tradicional levaram ao
desenvolvimento de anédlogos (DANNE et al., 2014), ou seja, outras formas de
insulina. Os analogos resultam de alteragBes na sequéncia de aminoacidos da
insulina, buscando melhorar as propriedades farmacodinamicas como
absorcao, distribuicdo, metabolismo e excrecdo (LIU et al., 2016). Os analogos
sdo produzidos biossinteticamente através de técnicas recombinantes com
reduzida imunogenicidade, eliminando qualquer complicacao terapéutica, como
alergia, resisténcia a insulina ou lipodistrofia imunomediada, além de ter
disponibilidade altamente purificada (MALIK; TAPLIN, 2014) sendo
substancialmente mais caros (IDF, 2013).

Os analogos de insulina desenvolvidos podem ser de acdo rapida:
Asparte, glulisina e lispro, possuem tempo de acdo rapida, mas com curta
duracdo quando comparados a insulina regular (DANNE et al., 2014). A
glargina e a detemir sdo analogos de acdo prolongada, com propriedades de
absorcao e desaceleracdo, e atua por até 24 horas no organismo, garantindo

uma glicemia mais estavel (LIU et al., 2016).
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FIGURA 6 — ESTRUTURA DA INSULINA HUMANA
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Em uma extremidade de cada cadeia (grupo N-terminal), um grupo amino, e em outra
extremidade (grupo C-terminal), um grupo de acido carboxilico. A estrutura terciaria da insulina
€ estabilizada por pontes de dissulfeto. As modificacbes efetuadas para a producdo dos
analogos de insulina de curta duracdo estdo indicadas com preenchimento em preto dos
circulos, para os analogos de duracdo longa o preenchimento corresponde a cor cinza. Para a
insulina lispro, a prolina na posicéo 28 e a lisina na posicéo 29 da cadeia B séo trocadas; para
asparte, a prolina na posicéo 28 na cadeia B é substituida por &cido aspartico; para a insulina
glulisina, a asparagina na posicdo 3 e a lisina na posi¢cdo 29 da cadeia B sdo substituidas por
lisina e acido glutdmico, respectivamente. Para a insulina glargina, substitui-se o &cido
aspértico na posicéo 21 da cadeia A por glicina e a cadeia B contém dois 4cidos adicionais
amino (duas argininas) nas posi¢des 31 e 32. Para a insulina detemir, a treonina na posi¢éo 30
da cadeia B é removida e uma cadeia de acido graxo com 14 carbonos é adicionado na
posicdo 29.**Duas alteracdes foram feitas. FONTE: Adaptado (VAREWIJCK; JANSSEN, 2012).

Na maioria dos paises em desenvolvimento, a insulina humana esta
disponivel em trés formas: de curta duracdo (regular), acdo intermediaria
(neutral protamine Hagedorn - NPH) e uma pré-mistura da insulina regular
combinada com a NPH, geralmente nas propor¢cdes 25/75 ou 30/70 (IDF,
2013).

Ha duas maneiras geralmente recomendada para o uso de insulina: (IDF,
2013; DANNE et al., 2014; MALIK; TAPLIN, 2014):

o Insulina regular e NPH duas vezes ao dia, e se estas insulinas nao
estiverem disponiveis, usar a pré-mistura (regular + NHP) como uma
alternativa;

o O regime bolus-basal, sendo esta a opcdo mais recomendada, pois
diminui substancialmente os picos de glicemia (SBD, 2016) com

administracdo da insulina regular nas principais refei¢cdes (geralmente trés
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vezes ao dia), e a NHP, de acéo intermédia, uma ou duas vezes ao dia (&

noite, ou de manha e a noite).

O quadro abaixo descreve mais detalhadamente as caracteristicas dos

diferentes tipos de insulina recomendados pela ISPAD, IDF e SBD para
criancas e adolescentes (IDF, 2013; DANNE et al., 2014; SBD, 2014, 2016).

QUADRO 3 - ACAO DOS TIPOS DE INSULINA

INICIODA | PICODE | DURACAO | APLICACA
TIPO DE INSULINA ACAO A(;AO DA A(;AO o
Apidra®
(Glulisina)
Rapida Humalog® 15-30 Sempre
. ) . 1-2 horas 3-5 horas antes das
(anélogas) (Lispro) minutos refeictes
NovoRapid® ¢
(Asparte)
: 30 minutos
Regular Humul_|n® 30‘6 2-4 horas 5-8 horas antes das
Novolin® minutos -~
refeicbes
Humulin® N 30 minutos
NHP . 2-4 horas 4-10 horas | 12-24 horas | antes das
Novolin® N -~
refeicbes
Levemir® 1-2 horas 6-12 horas | 6 a 8 horas
Acdo (Detemir) Uma ou
longa Relativame duas vezes
(analogas) Lantus® 2-4 horas nte sem Ate 24 a0 dia
(Glargina) . horas
picos
Combinacéao
de Réapida e
Pré- longa duracéo 30 minutos
. ou regular e 30 minutos | 4-12 horas | 8-24 horas antes das
mistura ~ >
longa duracéao refeicbes
(25/75 ou
30/70)

O inicio da acéo é o tempo necessario para a insulina comecga a agir apos a inje¢éo; o pico € a
hora em que a insulina atinge o ponto méximo no que diz respeito a reducéo de glicemia; e a
duracdo € o tempo em que a insulina age no organismo. FONTE: Adaptado IDF, 2013; ISPAD
2014:SBD, 2016.

7

A bomba de insulina € uma alternativa interessante, confiavel e segura
para o paciente, principalmente para criancas e adolescentes. Através de um
pequeno cateter auto-inserido, entrega insulina de acdo rapida continuamente
por infusdo no tecido subcutdneo ao longo do dia, sem necessidade de
injecdes periodicas (MALIK; TAPLIN, 2014).

Transplante de ilhotas pancreaticas representa uma alternativa atraente e

constitui uma técnica promissora de terapia génica para o controle da glicemia.
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As ilhotas podem ser simplesmente infundidas através de um cateter no figado
(ATKINSON; EISENBARTH, 2001).

2.5 POLIMORFISMOS DE UNICO NUCLEOTIDEO (SNPS)

Com a conclusdo do projeto genoma humano, a atencao voltou-se
rapidamente para o estudo da variacdo genética do individuo. A fonte mais
abundante de variacdo genética no genoma humano é representada pelo
single nucleotide polymorphisms, ou mais comumente chamado SNPs, que
podem representar diferencas hereditarias interindividuais em fenotipos
complexos (SUH; VIJG, 2005). Os SNPs séao posicdes Unicas de pares de
bases no DNA gendmico em que diferentes sequéncias ou alelos, existem em
individuos normais em uma populacdo, onde o alelo menos frequente tem uma
porcentagem igual ou superior a 1%. Contudo, as bases variantes de insercéo
ou delecéo simples (indels) ndo sdo consideradas SNPs (BROOKES, 1999).

Com o mapeamento do genoma humano tornou-se possivel desenvolver
mapas de haplotipos, a fim de melhor definir a variabilidade dos SNPs
humanos. O mapa de haplétipos ou HapMap (www.hapmap.org) permite
encontrar genes e variagcbes geneéticas que afetam a salde e a doenca
(SOBRINO; BRION; CARRACEDO, 2005).

Estudos de associacdo entre os SNPs e a doencas como cardiopatias,
hipertenséo, diabetes e cancer, constituem um grande potencial para aplicacéo
clinica direta, com a identificacdo de novos marcadores genéticos, além de
mais precisos, para fins de diagnostico, prognostico e possiveis alvos
terapéuticos. Nos Ultimos anos, muitos polimorfismos descritos foram associados
aos diferentes tipos de diabetes (LANDER; SCHORK, 1994; SUH; VIJG, 2005;
YANG et al., 2011; TANG et al., 2012).

2.5.1 Polimorfismos associados ao diabetes mellitus tipo 1

Em geral, o DM1 esta associado a caracteristicas genéticas complexas,

ou seja, nao apenas multiplos loci genéticos contribuem para sua



42

susceptibilidade, mas fatores ambientais desempenham papel importante na
determinacdo do risco. Véarias sdo as evidéncias que tanto a susceptibilidade
guanto a resisténcia a doenca, sdo herdadas geneticamente (POCIOT;
MCDERMOTT, 2002).

Ap6s um longo histérico de pesquisa na avaliacdo de genes ligados a
doenca, duas regides cromossOmicas associadas ao DM1 surgiram com
evidencias significativas, sendo a regido do HLA, presente no cromossomo
6p21.3 e a regiao onde se localiza o gene da insulina (INS), localizado no
cromossomo 11p15 (POCIOT; MCDERMOTT, 2002).

Polimorfismos associados ao DM1 tem sido encontrados nos genes da
insulina (INS), proteina tirosina fosfatase nao 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 nao
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 Citotoxico (cytotoxic T-lymphocyte-associated
protein 4 - CTLA4) (CONCANNON; RICH; NEPOM, 2009; POLYCHRONAKOS;
LI, 2011). Polimorfismos nestes genes tem sido utilizados para estratificar risco
futuro em pessoas com genotipos de risco HLA (STECK et al., 2012).

Lempainen e colaboradores (LEMPAINEN et al., 2015) monstraram que
o polimorfismo rs45450798 no gene PTPN2, afeta a taxa de progressdo da
autoimune das células B entre criancas com HLA de classe Il suscetivel ao
DM1. A homozigose do alelo de menor frequéncia (G) foi claramente associado
a maior risco para o DM1 por Smyth e colaboradores (SMYTH et al., 2008).
Outros polimorfismos, como o rs2476601 (PTPN22) e rs689 (INS), foram
fortemente associados ao desenvolvimento dos sintomas clinicos do DML1.
Além disso, o0 rs689 no gene INS, mostrou-se associado ao aparecimento de
auto-anticorpos e ao efeito humoral das células f (LEMPAINEN et al., 2015).

Redondo e colaboradores mostraram (2016) que o gendtipo
rs7903146TT no gene TCF7L2, é mais frequente em pessoas jovens nao

obesas portadores de DM1 sem um gendtipo de HLA de alto risco para a
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doenca, sugerindo entdo a susceptibilidade desse gendtipo para DM1 em
criangas.

Os polimorfismos dos genes PTPN22 e IFIH1 afetam o inicio da
autoimunidade das células B. Estes resultados indicam que associagoes
genéticas de varias vias incluem também fases posteriores do processo e nao
apenas diferentes fatores iniciais que induzem a auto-imunidade e que a
patogenese do DM1 é constituida de varias vias diferentes que diferem entre os
individuos (LEMPAINEN et al., 2015).

Estas descobertas indicam que as associacdes genéticas de varias vias
incluem também fases posteriores no processo do que apenas diferentes
factores iniciais que induzem a auto-imunidade.

Foi demonstrado que o gene apoM esta envolvido em funcbes de
resposta imune, como resposta anti-inflamatéria e regulacdo imunoldgica
(HUANG, X. S. et al., 2007), podendo estar envolvido na patogénese do DM1
(WU et al., 2009).

2.6 GENE APOLIPOPROTEINA M

Uma andlise, de aproximadamente 2.500 polimorfismos localizados na
regido do HLA, demonstrou que o gene apoM, pode estar associada ao
desenvolvimento do DM1 (HUANG, L. Z. et al., 2015).

O gene que codifica a apolipoproteina M (apoM) em humanos esta
localizado na regido de classe Ill do MHC, no cromossomo 6p21.3 (FIGURA 7).
O gene da ApoM é composto por seis exons e cinco introns, compreendendo
uma regido genbmica de aproximadamente 2,3 kb. O cDNA da ApoM é
composto por 734 pares de bases e codifica uma proteina com 188 residuos de
aminoacidos, sendo que os primeiros 20 residuos constituem um segmento
hidrofébico com caracteristicas de peptideo sinal (XU, N.; DAHLBACK, 1999;
HU, Y. W.; ZHENG; WANG, 2010).
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FIGURA 7 — LOCALIZACAO DO GENE DA APOM NO CROMOSSOMO.

M2 AN | ocaEsaE | BN 1 H BN

O gene APOM esté localizado no cromossomo 6, na regido p21.3,(traco em vermelho).
FONTE: UCSC Genome Browser on Human Dec. 2013 (GRCh38/hg38) Assembly

Varios genes, que flanqueiam o gene ApoM, apresentam funcdes
biolégicas desconhecidas, tais como as linfotoxinas a e 3, BAT3 e BAT4, além
de genes responsaveis por codificar o fator de necrose tumoral (TNF), o que
indica sua associacdo a muitos processos inflamatorios (REN et al., 2015).

A estrutura do gene apoM € preservada entre as mais variadas
espécies, como camundongo (Mus musculus), orangotango (Pongo
pygmaeus), chimpanzé (Pan troglodytes), cdes (Canine familiaris), peixe-zebra
(Danio rerio) e baiacu (Tetraodon nigroviridis). A presenca generalizada em
espécies distantes reforca a importancia da funcédo bioldégica desse gene
(DAHLBACK; NIELSEN, 2006).

Em humanos, o gene apoM é superexpresso no figado e rins, onde é
fortemente regulado por fatores transcricionais, hormonios e citocinas, (XU, N.;
DAHLBACK, 1999; CHRISTOFFERSEN et al.,, 2006; HU, Y. W.; ZHENG;
WANG, 2010). A apoM esta predominantemente associada a particula HDL
(high density lipoprotein; lipoproteina de densidade alta) influenciando o
transporte reverso de colesterol (WOLFRUM; POY; STOFFEL, 2005), mas
também estd associada a outras classes de lipoproteinas, incluindo
quilomicrons (Qm) e LDL (low density lipoprotein). Em humanos, a apoM ¢é a
menor apolipoproteina sendo encontrada em apenas 5% do total de particulas
HDL e 2% do total de LDL (XU, N.; DAHLBACK, 1999).

Estudos indicam que polimorfismos na regido promotora do gene apoM,
em particular os rs9404941 (T-855C), rs805296 (T-778C) e rs805297 (C-
1065A), estdo associados a susceptibilidade a artrite reumatoide (AR) (HU, H.
J. et al., 2011), acidente vascular cerebral (AVC) (JIAO et al., 2007; ZHAO et
al., 2011), DM1 (WU et al., 2009), DM2 (NIU et al., 2007; ZHOU et al., 2011) e
doenca arterial coronariana (DAC) (XU, N.; HURTIG,; et al., 2004).

Zhang e colaboradores (2007) demonstraram que tanto a insulina quanto
a glicose poderiam inibir a expressao de apoM. A redugdo na concentragcéo

plasmaticas da apoM, além da diminui¢do significativa da expressdo hepética
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do gene, sugerindo a supressdo da expressdo de apoM em camundongos
diabéticos e obesos, pode estar relacionada principalmente com a

hiperglicemia, mais que com a deple¢éo ou resisténcia a insulina.

2.6.1 Regulacao da expressdo do gene apoM

Em humanos, a expressdo do mRNA (acido ribonucleico mensageiro) da
apoM é mais forte em hepatécitos, seguido pelas células tubulares epiteliais
renais. JA& em outros tecidos a expressdao da apoM é baixa (XU, N.;
DAHLBACK, 1999; FABER et al., 2004; ZHANG, X. Y. et al., 2004).

A expressdo do gene apoM é diretamente regulada por fatores de
transcricdo que, controlam o metabolismo lipidico hepéatico, tais como: fator
nuclear do hepatécito (HNF-1a), receptor figado homodlogo-1 (LRH-1) e o
forkhead box A2 (Foxa2), anteriormente designado de fator nuclear hepatico 33
(VENTECLEF et al., 2006; WOLFRUM et al., 2008). Isto poderia indicar que o
gene apoM esta ligado ao perfil lipidico e a homeostase da glicose (NIELSEN

et al., 2009), conforme ilustrado na FIGURA 8.
FIGURA 8 — FATORES ASSOCIADOS A EXPRESSAO DO GENE DA apoM.

Metabolismo lipidico e
da glicose

HNF-1
LHR-1
Foxa2

t'
mﬁé apoM

Regiéo promotora Regiio codificadora

A expressdo da apoM é regulada por fatores de transcricdo que controlam o metabolismo
lipidico hepéatico e o metabolismo da glicose. A regido promotora do gene possui sitios de
ligagdo para HNF1a, LRH-1 e Foxa2, indicando que a expressdao de apoM poderia estar
relacionada aos metabolismos da glicose e de lipidios.

FONTE: Adaptado de NIELSEN et al, 2009.
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O promotor do gene apoM contém uma sequéncia de DNA conservada,
gue se liga ao fator de transcri¢cdo do hepatdcito-1a (HNF-1a) (RICHTER et al.,
2003). HNF-1a é o principal regulador da expresséo génica hepética (NIELSEN
et al., 2009), além de desempenhar um papel importante na a regulacdo da
expressdo de genes em células B, intestino, rins e figado (RICHTER et al.,
2003).

Em camundongos com deficiéncia completa de HNF-1a a expressao do
gene apoM é praticamente abolida (RICHTER et al., 2003; FABER et al., 2004),
e a haploinsuficiéncia estd associada com reduzidas concentragcbes
plasméticas de apolipoproteina apoM (NIELSEN et al., 2009). Além disso,
Richter e colaboradores (2003) mostraram que 11 pacientes com MODY 3
(Maturity-Onset Diabetes of the Young), ou seja, que apresentaram mutacao
deletéria no gene HNF-la em heterozigose, tiveram uma reducdo de
aproximadamente 36% na concentracdo plasmatica de apoM através da
técnica de western blotting. Contudo, estes resultados, utilizando um nuamero
amostral maior, ndo foram confirmados por Skupien e colaboradores (2007).
Observou-se também, que camundongos com deficiéncia desse fator de
transcricdo, possuem anormalidades graves nos rins, pancreas, além da
funcdo hepética diminuida, prejudicando a sintese de colesterol, o metabolismo
do HDL e a homeostase da glicose (SHIH et al., 2001).

O LRH-1 (receptor figado homologo-1) foi o primeiro receptor nuclear
descrito envolvido na regulacdo da transcricdo do gene apoM; (HU, Y. W,;
ZHENG; WANG, 2010). Este receptor regula diretamente a expressao de apoM
(HUANG, L. Z. et al., 2015) sendo que a sua auséncia resulta no silenciamento
do gene apoM (VENTECLEF et al., 2008). Analises de bioinformatica revelaram
a presenca de varios supostos sitios de ligagdo para LRH-1 na regido
promotora, no entanto, apenas um sitio localizado na regido a montante (-83 a -
67) do local de inicio da transcricdo foi demonstrado funcional por ensaios in
vitro e in vivo (VENTECLEF et al., 2008).

O forkhead box protein A2 (Foxa2) € um fator de transcricdo envolvido
no desenvolvimento pancreético e hepatico através da regulagdo da
homeostase da glicose no figado e em células B (HU, Y. W.; ZHENG; WANG,
2010). Wolfrum e colaboradores (WOLFRUM et al., 2008) demonstram que a

expressdo de apoM e pré-p-HDL estavam diminuidas em camundongos
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obesos, devido a inativacdo de Foxa2, acompanhadas de um estado de
hiperinsulinemia. Estudos (WOLFRUM et al., 2003; NIELSEN et al., 2009)
mostram que a insulina plasméatica inibe o fator de transcricdo Foxa2 por
exclusdo nuclear através de sua fosforilagdo, contribuindo para a reducédo da
expressdo de genes regulados por Foxa2 (WOLFRUM et al., 2003), inclusive o
gene apoM. Em jejum, o fator de transcricdo ativa a transcricdo de genes
envolvidos no metabolismo lipidico e ceténico (WOLFRUM et al.,, 2003). A
prevencao da fosforilacdo de Foxa2 através do design de drogas especificas,
gue possam inibir a fosforilacdo de Foxa-2, mostrou-se uma abordagem
terapéutica eficaz para o tratamento de algumas formas de DM (WOLFRUM et
al., 2003; WOLFRUM et al., 2004).

2.7 PERSPECTIVAS

Numa época de rapida evolucdo tecnolégica, grandes avancos no
tratamento de pacientes com DM1 foram e estdo sendo realizadas, como por
exemplo, a bomba de insulina, grande facilitadora para um melhor
monitoramento da glicose (JACOBSEN; SCHATZ, 2016). Ha um esforco para
melhorar biotecnologicamente as bombas de insulina, pois a melhor
compreensao da funcgao e fisiologia das células 3, podera ser o caminho para
producdo do pancreas artificial ou sistema de circuito fechado, que imita a
funcionalidade das células 3, pois esse sistema tem como objetivo melhorar o
controle da glicose, simulando a funcionalidade das células B (JACOBSEN;
SCHATZ, 2016; THABIT; HOVORKA, 2016).

Véarias abordagens inovadoras da bioengenharia sdo aplicadas em
terapias do DM1, principalmente baseados em células, como microesferas e
nanoparticulas para liberacdo controlada de insulina, além de dispositivos de
camara de difusdo para imunoisolamento e hidrogéis para transplante de
células B (LIU et al., 2016).

N&o apenas busca por novos e melhores farmacos chama a atencgéo dos
pesquisadores ao estudar o diabetes, a terapia génica, tem se mostrado
promissora ao promover niveis normais de glicemia no sangue (euglicemia) de
pacientes diabéticos (ATKINSON; EISENBARTH, 2001), além de pesquisas
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com células tronco. Vanikar e colaboradores (2016) mostraram que o
transplante de células tronco é tdo seguro e tem melhor custo-beneficio se
comparado ao uso continuo de insulina ou ao transplante de ilhotas
pancreéticas ou de pancreas propriamente dito.

As pesquisas das ultimas décadas tém esclarecido muitos mecanismos
fisiopatoldgicos envolvidos no desenvolvimento do DM1, sendo a tradugéo das
novas descobertas tratamentos mais eficaz, contudo o esfor¢co continuo vem
sendo empregado no desenvolvimento de novos moduladores imunes, pois a
guestdo do metabolismo, na criacdo de tratamentos regeneradores das células
B combinado com diferentes terapias, reforca que a terapia autoimune para o
DM1 esta proximo (PERAKAKIS; MANTZOROS, 2016), pois nesse complexo
jogo chamado DM1, pesquisadores sao instigados a continuar a busca de uma
cura biolégica (JACOBSEN; SCHATZ, 2016).

Embora, a descoberta da insulina e desenvolvimento da insulina humana
recombinante e analogos, bombas sofisticadas e sensores como terapias para
o DM1 representam coletivamente um avanco terapéutico formidavel. Contudo,
insulina ndo € a cura, e o DM1 permanece uma doenca irreversivel e
progressiva, com complicacbes que resultam em risco a vida. Desta forma,
existe uma enorme necessidade de continuar os estudos em estratégias
primarias e secundarias, bem como na melhora das modalidades de
tratamento. Mas antes da implementacdo de modalidades de prevencao,
especialmente para os que apresentam risco significativo, biomarcadores e
testes diagndsticos que indiguem acuradamente o desenvolvimento eminente e
a progressao do DM1 precisam ser estabelecidos (WATKINS et al., 2014).

Sem duavida, os estudos que vem sendo realizados tém ajudado muito
no conhecimento da fisiopatologia do DM1, o que vem facilitando e a previsédo
de futuros casos da doenca (ATKINSON; EISENBARTH, 2001) e melhorando o
prognostico dos pacientes.

O DM1 usualmente ocorre em individuos com susceptibilidade genética
subsequentemente expostos a fatores de risco ambientais. Embora, apenas
10% dos individuos com DM1 apresentem historia familiar positiva, esta
predisposicdo genética coloca os parentes de primeiro grau em um risco 20

vezes maior quando comparados ao risco da populacdo em geral em
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desenvolver DM1 (TILLIL; KOBBERLING, 1987; BONIFACIO; ZIEGLER, 2010;
SIMELL; WINTER; SCHATZ, 2010).

Embora muitos loci tenham sido associados ao DM1, poucos, de fato,
foram identificados como especificos a patologia (TODD, 1999), o que reforca a
caracteristica poligénica da doenca. Estudos genéticos relacionados ao DM1
necessitam replicagdes em diferentes populagbes para confirmar o efeito de
risco ou protecdo, com a combinagéo genética caracteristica e as vezes Unica,
da populagéo em estudo (GILLESPIE, 2006).

3 MATERIAL E METODOS

Este projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal do Parana — Setor de Ciéncias da Saude/SCS e aprovado sob o Protocolo
CEP-HC N° 071. EXT.025/2003-02 (ANEXO 1).

3.1 AMOSTRAS

As amostras biolégicas de 148 criancas portadoras de DM1 foram obtidas
durante os exames de rotina, conforme o protocolo do servico de atendimento aos
pacientes do laboratério de Andlises Clinicas do HC (Unidade de Endocrinologia
Pediatrica do Hospital de Clinicas da UFPR- UEP), ndo sendo necessaria coleta
especifica para este projeto. As amostras de 169 criancas pertencentes ao
grupo controle saudavel, sem diabetes, foram obtidas de voluntarios de escolas
municipais da regido metropolitana de Curitiba, ap6s consentimento livre e
esclarecido.

Os participantes acima de 12 anos, assinaram um Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, autorizado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parand (CAAE:
24676613.6.0000.0102). Nos casos em que os pacientes tinham menos de 12
anos, o termo de consentimento foi assinado pelos pais ou responsavel legal (ver
ANEXO 2).

Apoés a coleta de sangue os tubos com gel separador (BD Vacutainer®
SST™: Becton, Dickinson, Co.), foram centrifugados (Hermle Z206A) por 10

minutos a 6.000 rota¢des por minuto (rpm). Os tubos contendo o anticoagulante
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EDTAK, (BD Vacutainer® K;EDTA; Becton, Dickinson, Co.) foram
homogeneizados por 15 minutos e retirado de aliquota (~1,0 mL) para posterior
guantificacdo de hemoglobina glicada (HbA1c). Apés, os tubos com EDTA foram
centrifugados (Hermle Z326K) e o creme leucocitario (buffy coat) foi estocado
para extracdo do DNA. Aliquotas de soro (~1,5 mL) foram estocadas em
freezer -20 e -80°C. As amostras fazem parte do Biorrepositdrio do Laboratorio
de Bioquimica Clinica da UFPR, homologado pela Portaria N° 2.201, de 14 de
setembro de 2011. Amostras hemolisadas, lipémicas e ictéricas foram

excluidas das analises.

3.1.1 Ciritérios para a caracterizacdo da amostra

O projeto € um estudo tipo caso-controle com uma amostra da
populacdo brasileira. Os dois grupos em estudo foram caracterizados com 0s
critérios:

A) Grupo Diabetes mellitus tipo 1 (DM1): os critérios para diagnostico do
DM1 foram aqueles preconizados pela American Diabetes Association
(ADA, 2015) e ISPAD (International Society for Pediatric and Adolescent
Diabetes) (CRAIG et al., 2014), descritos no Quadro 2 desta dissertacao.

B) Grupo controle (CTRL, criangas saudaveis), considerando a glicemia em
jejum <100 mg/dL, auséncia de sintomas clinicos ou quaisquer outras
patologias conhecidas reportadas pelo voluntario de pesquisa ou seu
guardiao legal.

Os grupos em estudo foram pareados por género. Os dados
antropomeétricos e clinicos dos pacientes foram obtidos nos prontuarios do
Servico do Hospital de Clinicas e pela entrevista do pesquisador. O z-score foi
obtido com o calculador do The Children's Hospital of Philadelphia

(http://zscore.research.chop.edul/).
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3.2 EXTRACAO E QUANTIFICACAO DO DNA GENOMICO

O DNA genbmico foi extraido a partir do sangue total (Vacuette
EDTAKS, Greiner) pelo método de salting out de Lahiri e Nurnberger adaptado
(1991).

A quantificagdo do DNA gendmico foi realizada por espectrofotometria
em 260 e 280 nm, sendo critério de exclusdo amostras com concentracdo
inferior a 20 ng/uL ou grau de pureza (razdo Azsozs0) menor que 1,5 ou superior
a 2,1, o que caracteriza contaminacdo e baixa qualidade da amostra. As
amostras de DNA foram diluidas a concentracédo final de 100 ng/pL com agua
ultrapura estéril para analises de genotipagem pelo sistema PCR-RFLP
(Polimerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length Polymorphism). Ja
para as andlises pelo sistema Tagman® as amostras foram diluidas a
concentracdo final de 20 ng/uL com agua ultrapura estérii e ambas

concentracfes foram armazenadas em freezer -20°C.

3.3 GENOTIPAGEM DOS POLIMORFISMOS NO GENE APOM

A TABELA 1 apresenta os polimorfismos do gene apoM estudados neste
trabalho. A genotipagem dos polimorfismos rs9404941 e rs805296 foi realizada
através de PCR-RFLP, utilizando as enzimas de restricdo Hae Ill (New England
BioLabs) para o polimorfismo 855T>C (rs9404941) e Rsa | (New England
BioLabs) para o polimorfismo 778T>C (rs805296).
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TABELA 1 - CARACTERIZAGCAO DOS POLIMORFISMOS EM ESTUDO.

- REGIAO
DES(IBGEIT\IAECAO DO POLIMORFISMOS TECNICA
GENE
Taqman®
promotor rs805297 C>A
OMIM 606907 C__ 7514748
apoM _10
Posi¢do Cromossémica PCR-RELP
6p21.33 promotor rs805296 T>C
Rsa |
promotor | rs9404941 | T>C PCR-RELP
Hae 11l

rs: reference sequence (sequéncia de referéncia do SNP); OMIN, Online Mendelian
Inheritance in Man®; TagMan: sonda especifica para determinado polimorfismo.
FONTE: NCBI, 2016; OMIM, 2016.

A genotipagem do rs805297 foi realizada utilizando a PCR em tempo
real com sonda fluorescente especifica (C__ 7514748 10) do sistema
TagMan® (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Essa técnica € utilizada
para amplificar sequéncias alvo e simultaneamente gerar um sinal do gendétipo
e discriminacéo alélica de forma facil, rapida e eficiente (MEIJERMAN et al.,
2007).

O sistema TagMan® utiliza dois oligonucletideos especificos (forward e
reverse) para amplificar a regido polimérfica em estudo. Sondas fluorescentes
especificas TagMan® para os dois alelos em estudo, marcados com fluoréforos
VIC e FAM, estéo ligadas a um silenciador (quencher). Enquanto a sonda nao
estiver ligada ao DNA, o sinal da fluorescéncia € baixo devido a presenca do
guencher, assim que a sonda, por complementariedade de bases, anelar-se ao
DNA, o silenciador € clivado pela DNA polimerase, sendo entdo liberado,
permitindo que o fluor6foro seja medido e quantificado (SCHLEINITZ;
DISTEFANO; KOVACS, 2011), conforme ilustrado na FIGURA 9.
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FIGURA 9 - PRINCIPIO DA PCR EM TEMPO REAL COM SONDAS FLUORESCENTES
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1. Componentes do ensaio e amostra de DNA: os primers (oligonucleotideos iniciadores)
forward e reverse usados para amplificar a sequéncia polimérfica de interesse e duas sondas
marcadas com fluoréforos (VIC e FAN) na extremidade 5' para a deteccéo especifica do alelo.
A fluorescéncia é bloqueada pelo quencher na extremidade 3, acoplado a um agente
estabilizador, o0 Minor Groove Binder (MGB), com funcéo de estabilizar o complexo sonda/DNA
molde. 2. Desnaturacdo da fita dupla de DNA molde e anelamento dos componentes do
ensaio. 3. Polimerizacdo e emissdo do sinal fluorescente: a Tag DNA polimerase inicia a
sintese de uma nova fita de DNA e encontra a sonda; o sinal fluorescente ligado a extremidade
5 da sonda é clivado e um sinal de fluorescéncia é emitido, podendo ser detectada pelo

equipamento.
FONTE: Adaptado de (MAYO et al., 2010).

Os experimentos de genotipagem foram realizados no equipamento
7500 Fast™ (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), utilizando-se
reagentes (Master Mix®, SNP GenotypingAssay®) e demais suplementos
fornecidos pelo fabricante (Applied Biosystems).

As reacbes seguiram o protocolo descrito na Tabela 2, realizadas em
placas de 96 pocos, dentro da camara de fluxo laminar para evitar
contaminacdo. A placa foi coberta com filme especifico e posteriormente
centrifugada (Hermle Z326K) por 2 minutos a 4.000 rpm para remocdo de

bolhas e sedimentacao da mistura.
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TABELA 2 - PROTOCOLO UTILIZADO PARA GENOTIPAGER O rs805297 DO GENE apoM
COM SONDAS FLUORESCENTES NA PCR EM TEMPO REAL

REAGENTES VOLUME (8uL)
Master Mix®* 3,0 uL
SNP Genotyping Assay® 0,1 L
Agua ultra-pura 1,9 pL
DNA molde (20 ng/pL) 3,0 uL
CICLAGEM TEMPERATURA > TEMPO
1 ciclo 60°C > 30 s (pré-PCR)
1 ciclo 95°C - 60 s (ativagao polimerase)
50 ciclos 95°C - 15 s (desnaturacéo)
60°C - 90 s (anelamento/extenséo)
1 ciclo p6s-PCR 60°C > 30s

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

FONTE: O autor, 2016.

Em cada placa foram utilizados dois pogcos como controle negativo,
contendo apenas o Super Master Mix, para avaliar a contaminacao no sistema.
As amostras do grupo controle e diabéticas foram inseridas nas placas de
maneira aleatéria. Para todas as analises, a qualidade da genotipagem foi
superior a 98% identificada pelo software do sistema 7500 Fast™. Exemplos
das discriminacdes alélicas observada no ensaio TagMan para o polimorfismo
em estudo estdo apresentados no ANEXO 4.

A PCR-RFLP (Polimerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length
Polymorphism) foi realizada utilizando os oligonucleotideos iniciadores forward
5-AGACAGAGTCTCTGTCGCCCAAG-3 e reverse 5’-
GCCAAGGTGGGCGGATGGCTTGA-3 para amplificacdo do fragmento de 231
pb da regido promotora do gene apoM contendo os polimorfismos rs805296 e
rs9404941 como descrito por Niu e colaboradores (2007) (TABELA 3).
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TABELA 3 - PROTOCOLO UTILIZADO NA TECNICA PCR-RFLP PARA GENOTIPAGEM DOS
POLIMORFISMOS rs805296 E rs9404941 DO GENE apoM.

forward 5-AGACAGAGTCTCTGTCGCCCAAG-3’

Primers reverse 5-GCCAAGGTGGGCGGATGGCTTGA-3
REAGENTES VOLUMES CONEENTRAGHE
FINAL
Agua ultra-pura 14,5 uL -
dNTP, 5 mM 0,8 uL 0,2 mM
MgCl,,50 mM 0,6 uL 1,5mM
Tampé&o de PCR (10x)* 2,0 uL 1x
Primer forward, 10 pmol/uL 0,5 uL 0,05 pmol
Primer reverse,10 pmol/uL 0,5 L 0,05 pmol
Platinum®Taq polimerase 5 U/uL 0,15 uL 0,75U
DNA molde (100 ng/uL) 1,0puL 100 ng/pL
Volume final 20,0 yL -
CICLAGEM TEMPERATURA > TEMPO
1 ciclo 94°C - 120 s (desnaturacdo do DNA molde
e ativacdo polimerase)
94°C - 30 s (desnaturacao)
32 ciclos 70°C - 30 s (anelamento)
72°C > 30 s (extensao)

1 ciclo p6s-PCR 72°C > 60 s (extensao final)

*Tampao TAQ 10X, (NH4)2S04 750 mM, Tris-HCI (pH 8,8; 25°C); 0,1% (v/v) Tween 20. Taq
DNA polymerase (Invitrogen). Fonte: O autor (2016).
FONTE: o autor, 2016.

A gualidade da reacdo de PCR foi verificada pela eletroforese de uma
aliquota de 2 pL do produto de PCR, misturada a 4 pL de tamp&o de aplicacéo
(glicerol 30%; azul de bromofenol 0,05% e xilenocianol 0,05%)- A mistura foi
submetidos a eletroforese submarina em gel de agarose 2,0% com voltagem
constante (60 Volts; ~22 mA), em temperatura ambiente por aproximadamente
2 horas, em tampdo TBE 1x (Tris-hidroximetilaminometano 89 mmol/L; acido
borico 89 mmol/L e EDTA 1 mmol/L, pH 8,2). Em seguida, os produtos de PCR
foram corados com solucdo de brometo de etideo (0,5 pg/mL) e visualizados
em transiluminador sob luz UV (302 nm), e as imagens obtidas com o sistema
de fotodocumentacéo L-PIX (Loccus Biotecnologia).

Apés a confirmacdo da amplificacdo, os produtos de PCR foram
digeridos com endonucleases Rsa | (Invitrogen™) e a Hae Il (Promega) para a
genotipagem dos polimorfismos rs805296 e rs9404941, respectivamente
(FIGURA 10).
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FIGURA 10 — SITIOS DE RESTRIGAO DAS ENDONUCLEASES.

Rsal Haelll
v
5'-GT AC-3’
3! CA TG_5! SI_GG¢CC_3’
4 3 - CCHGG - 5’

As setas vermelhas indicam os locais de clivagem das endonucleases Rsa | e Hae IlI.
FONTE: O autor, 2016.

As reacoes de restricdo seguiram os protocolos detalhados na TABELA
4, sendo a incubacao por 12 horas em banho-maria a 37°C.

TABELA 4 - PROTOCOLO UTILIZADO PARA REACAO DE RESTRICAO DOS
POLIMORFISMOS rs805296 E rs9404941.

REAGENTES VOLUMES ORI e
FINAL
Agua ultra-pura 2,8 uL -
Buffer T 10X* 0,5 L 1x
BSA, 0,1% 0,5 uL 0,04%
Enzima Rsa | 10U/uL 0,2 L 2U
Produto de PCR (~20 ng/ulL) 1,0 L 20 ng
Volume final 5,0 uL - _
REAGENTES VOLUMES SENEET TR
Agua ultra pura 3,25 uL -
RE Buffer C, 10x** 0,5 yL 1x
BSA acetilada, 10 mg/mL 0,05 pL 5ug
Enzima Hae I, 10 U/uL 0,2 L 2U
Produto de PCR (~20ng/uL) 1,0 uL 20 ng
Volume final 5,0 uL -

*Buffer T 10X: 10mM Tris-HCI (pH 7.4 at 25°C), 100mM KCI, 1mM EDTA, 1mM DTT, 0.2mg/ml|
BSA and 50% glicerol. ** RE Buffer C 10X Promega, Buffer C, 100 mM, Tris-HCI (pH 7,9;
37°C); 500 Mm NaCl; 100 mM MgCI2; 10 mM Dithioerythritol. BSA: albumina sérica bovina
acetilada 0,1mg/mL.

FONTE: O Autor, 2016.

Os fragmentos de DNA obtidos das reacbes de restricdo foram
separados em eletroforese em gel de poliacrilamida 12% (29:1) em cuba
miniProtean 3, BioRad (100x75x0,75 mm).
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3.4 DOSAGENS BIOQUIMICAS

As determinacdes de parametros bioquimicos foram realizadas em
sistema automatizado Labmax 400 (Labtest Diagnostica SA) utilizando
reagentes, calibradores e controles adequados ao sistema automatizado. As
amostras de soro foram descongeladas e homogeneizadas por 30 minutos
antes de serem dosadas. Os principios dos métodos utilizados estédo descritos

na TABELA 5.

TABELA 5 - PRINACI'PIOS METODQLOGICOS E REAGENTES PARA DOSAGEM DOS
PARAMETROS BIOQUIMICOS.

PRINCIPIO INTERVALO DE
X 0 N
PEAEISY METODOL OGICO e, REFERENCIA
< Colorimétrico
Acido Urico (Enzimatico Trinder) 4,3 0,5-6,0 mg/d
. Colorimétrico
2,9-4,7g/dL
Albumina (Verde de Bromocresol) 1.6 g
Desejavel: <170 mg/dL
Colesterol total Colorimétrico 57 Limitrofe: 170-199
(Enzimatico Trinder) ; mg/dL
Elevado: >200 mg/dL
Creatinina Qolonmetngo 2,7 0,26-0,81 mg/dL
(Picrato alcalino)
Glicose Hexoquinase-UV 2,2 <100 mg/dL
HDL-colesterol Ensaio homogéneo 3,6 Desejavel: 35-40 mg/dL
Calculo* Desejével: <110 mg/dL
LDL-colesterol Tri> 400 mg/dL ou 4,2 L'm'tr?:]z/(}ﬁo'lzg
Ensaio homogéneo Elevado: 130 mg/dL
HbAlc Imunoensaio 1,7 4-6%
Pr_?é?;?js Colorimétrica (Biureto) 1,4 6-8 g/dL
Trialicérides Colorimétrica 39 Desejavel: >100 mg/dL
g (Reagéo de Trinder) ’ Elevado: >130 mg/dL
Ureia Urease-UV 4,2 8-36 mg/dL
1,5 .
T 10 pg/mL
anidroglucitol Enzimético Glycomark 3,4 >10 pg/m

CVa: Coeficiente de Variagdo analitico interensaio.

Equacao de Friedewald, LDL-colesterol = Colesterol total — HDL-colesterol — Triglicérides/5.
O intervalo de referéncia usado neste ensaio é para criangas e adolescentes.

FONTE: O autor, 2016.
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3.5 ANALISES ESTATISTICAS

As variaveis continuas foram analisadas para normalidade com o teste de
Kolmogorov-Smirnov e a presenca de outliers foi realizada pelo método grafico
disponivel no programa Statistica para windows 10.0 (StatSoft Inc, Tulsa OK,
USA).

Para as variaveis descontinuas foram utilizados os testes de Chi-
quadrado (y?), para as anélises de correlacdo, o modelo descrito por Pearson
(correlacéo linear).

As variaveis continuas com distribuicdo normal foram comparadas pelo
teste “t” de Student bidirecional para amostras ndo pareadas. As variaveis que
nao apresentaram distribuicdo normal foram “normalizadas” por transformagao
logaritmica ou analisadas pelo teste U de Mann-Whitney, conforme apropriado.
As variaveis com distribuicdo normal foram representadas pela média £1SD e as
sem distribuicdo normal pela mediana (intervalo interquartil, 25%-75%).

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

A verificacdo do equilibrio de Hardy-Weinberg, célculos das frequéncias
genotipicas e alélicas, bem como o intervalo de confianca de 95% (IC95%) para 0s
alelos de menor frequéncia (AMF) foram realizados com o programa DeFinetti
(http://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwal.pl).

Para as comparacfes das frequéncias alélicas com outras populacdes, foi
considerado similar quando o dentro do limite de 95% do intervalo de confianca.
Frequéncias acima ou abaixo do 95%IC foram consideradas diferentes.

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

todas as analises.
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3.6 FLUXOGRAMA DE TRABALHO

O fluxograma de trabalho, evidenciando as principais etapas do projeto,

esta ilustrado na Figura 11.
FIGURA 11 — FLUXOGRAMA DE TRABALHO.

Comité de ética do setor de Ciéncias da Saude do HC-UFPR
(CAAE: 24676613.6.0000.0102)
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amostras

Extracio de DNA
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Salting out
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(\<PEEQUISA BIBLIOGRAFICA

Publicagédo dos resultados >

Apbs as coletadas, as amostras foram processadas e realizadas as dosagens
bioguimicas e analises genéticas.
FONTE: O autor, 2016.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados deste estudo estdo apresentados nos topicos: caracterizacao
da amostra, andlises moleculares, andlises bioguimicas e analise de

correlagéo.

4.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Para este estudo do tipo caso-controle, dividiu-se a populagdo amostral em
dois grupos: criangas DM1 e criangas-controle saudavel. As analises estatisticas

descritivas estéo reportadas na TABELA 6.

TABELA 6 - CARACTERIZACAO ANTROPOMETRICA E CLINICA DOS GRUPOS DE
CRIANCAS DM1 E CONTROLES SAUDAVEIS.

A CONTROLE DM1
PARAMETROS (n=169) (n=148) P
Idade (anos) 10,0(10,0-11,0) 11,0(9,5-13,0) <0,001
Meninos/meninas, n 91/78 70/78 0,244**
Peso (kg) 38,3(33,3-45,2)  38,4(30,1-50,4) 0,961
Altura (m) 1,4(1,3-1,5) 1,4(1,3-1,5) 0,516*
IMC (kg/m?) 19,544 .4 18,74+2,9 0,454*
Z-score® 0,5+1,0 0,2+0,9 0,020*
Idade ao diagnostico DM1 ND 6,9(3,8-9,0) -
Tempo de DM1, anos ND 4,0(2,0-7,6) -
CAD no diagnostico (%) ND 68 -
CAD no ultimo ano (%) ND 25 -
Histérico familiar DM (%) ND 67 -

DM1: diabetes mellitus tipo 1; Controle, criancas saudaveis; IMC: indice de Massa Corporal;
ND: dado ndo disponivel; CAD: cetoacidose diabética. Idade ao diagnéstico e tempo de DM1
em anos. Os valores sdo médiatl-Desvio Padrdo para variaveis com distribuicdo normal,
mediana (intervalo interquartil, 25%-75%) para varidveis 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, nimero de desvio padrdo (DP) distante da média, quando a distribuicdo é normal
(WANG; CHEN, 2012).

FONTE: O autor, 2016.

Sexo, Ildade e Etnia

Ambos os grupos foram pareados por sexo e os resultados mostram que
houve diferenca estatistica significativa entre os grupos nos parametros idade e
Z-score. Embora o indice de massa corporal (IMC) néo diferencie os grupos, o

escore Z mostra que o grupo DM1 apresenta menor massa corporal (p=0,020),
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como esperado, uma vez que a patologia esta frequentemente relacionada a
reducdo de peso (ADA, 2015). Corrobora para a reducao no z-score, um indice
gue normaliza o indice de massa corporal, por género e idade, no grupo DM1,
a desidratacdo decorrente da polituria, frequente em criancas sob terapia
insulinica.

Os pacientes em estudo apresentaram mediana da idade ao diagndstico de
6,9 anos. Esses valores estdo abaixo dos encontrados em um estudo israelense
de com criangas DM1, em que 0s pacientes estudados apresentaram idade média
de 5,4 anos (NIMRI; PHILLIP; SHALITIN, 2007). O grupo DM1 em estudo, esta
bem caracterizado, como representante do primeiro pico de incidéncia do DM1 que
ocorre entre 6 e 15 anos (HEROLD et al., 2013). Segundo a EURODIAB a idade
do diagnéstico do DM1 estéa cada vez mais precoce (PATTERSON et al., 2009).

O DM1 continua sendo a forma mais comum de DM em jovens e criangas
nas mais variadas populagbes, especialmente em caucasoides (CRAIG et al.,
2014). A Finlandia, por exemplo, tem uma incidéncia anual de 64 por 100.000
criancas menores 15 anos (IDF, 2013), enquanto Porto Rico se assemelha aos
Estados Unidos, com 17 casos cada 100.000 criangas, por ano. Em Cuba a
incidéncia é de menos de trés casos cada 100.000 por ano (ATKINSON, 2012).

Neste estudo, o grupo controle se apresentou para os coletadores das
amostras, com caracteristicas de Euro-descendentes (pela clara) em mais de 95%
dos casos. O grupo DM1 foi composto por 90,5% de criancas Euro-brasileiras,
sendo os demais predominantemente Afro-brasileiros. Esta distribuicdo étnica era
esperada, pelas caracteristicas da regido onde foram obtidas as amostras, a

cidade de Curitiba, Estado do Parana, na regido Sul do Brasil.

Historico familiar de DM1

Entre os pacientes entrevistados, 67% relataram histérico de familiares
(pais, irmaos ou familiares préximos) com DM1 ou DM2. Vérios estudos
epidemioldgicos revelaram uma associacdo positiva entre a histéria familiar de
DM e o risco de aparecimento de novos casos tanto de DM1 como de DM2
(DAHLQUIST et al.,, 1989; LI et al.,, 2001; SILVEIRA et al., 2001; USHER-
SMITH et al., 2015).

A relevancia do histéria familiar associado a detecgdo de pacientes

recém-diagnosticados com DM1, também € reportada em varios estudos



62

(GOLDENBERG et al., 2003; SOUZA, O. L. et al., 2005; USHER-SMITH et al.,
2015).

Cetoacidose diabética (CAD)

No grupo DM1 em estudo, 68% das criancas apresentavam no
prontuario, descricdes de episédio de cetoacidose no momento do diagnéstico,
sendo que 25% delas tiveram pelo menos um episddio de CAD em 2015,
necessitando internamento.

A prevaléncia de cetoacidose diabética (CAD) ao diagndstico foi similar a
observada em outro estudo realizado no mesmo servico, 58,8%, em pacientes
diagnosticados entre 2005 e 2015 (SOUZA, L. C. et al., 2016). Esta frequéncia
€ expressivamente superior a observada em paises desenvolvidos, em torno
de 20% (HANAS; LINDGREN; LINDBLAD, 2007). Em Israel foi observada uma
incidéncia de 80,8% de CAD em pacientes diabéticos menores de 5 anos de
idade (NIMRI; PHILLIP; SHALITIN, 2007).

A incidéncia de CAD na manifestacdo do DM1 entre os paises varia de
13% a 18% (USHER-SMITH et al., 2012). Estudos demonstraram diferentes
fatores de risco podem predispor ao atraso no reconhecimento do DML,
consequentemente aumentar o risco de CAD. A prevaléncia de CAD cresce
progressivamente em criancas com mau controle metabdlico ou episédios
anteriores de CAD. Outros fatores como a idade, transtornos psiquiatricos e
alimentares, baixo nivel socioecondmico e de escolaridade dos pais, além do
estilo de vida estressante predispbem a CAD e sua recorréncia apos o
dignostico (SZYPOWSKA; SKORKA, 2011; GRUBER et al, 2015).
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4.2  ANALISES BIOQUIMICAS

Os resultados das dosagens dos parametros bioquimicos séo apresentados
na TABELA 7.

TABELA 7 — CONCENTRAGOES DOS PARAMETROS BIOQUIMICOS PARA OS GRUPOS
DM1 E CRIANCAS-CONTROLE.

~ CONTROLE DM1
PARAMETROS
(n=169) (n=148)
Glicemia (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 udrico (mg/dL) 3,4(2,9-4,0) 2,8(2,4-3,6) <0,001

Os resultados para as variaveis sdo apresentados como mediana (intervalo interquartil, 25-
75%). Probabilidade (P) Mann-Whitney.
FONTE: O autor, 2016.

Marcadores de controle glicémico: Glicemia, Hemoglobina Glicada e 1,5

anidroglucitol

A glicemia reportada para o grupo controle foi ao acaso e para o grupo DM1
em jejum. Independente da auséncia de jejum para o grupo controle, ndo foram
observadas concentracdes de glicose superiores a 99 mg/dL (TABELA 7).

As concentracfes da mediana da glicemia, acima de 180 mg/dL para
criancas em idade escolar e acima de 130 mg/dL para adolescentes, a
HbA1c>7,5% e o 1,5AG (<10 pg/mL), indicam que o grupo DM1 em estudo

contempla diabéticos com mau controle metabdlico (TABELA 7) (CRAIG et al.,
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2014; ADA, 2016; SBD, 2016). Nosso estudo ressalta a expressiva elevacao da
glicemia em criangas com DM1, 2,7 vezes maior (252/92) concentragao quando
comparado a criancas saudaveis.

O controle glicémico é particularmente dificil em criancas e adolescentes,
devido as alteracdes na sensibilidade a insulina relacionada com a maturidade
sexual e o crescimento fisico (FRANZESE; VALERIO; SPAGNUOLO, 2004), a
capacidade para prestar o autocuidado e a supervisdo na educacéo pelos pais e
escola (GALE, 2005; AMERICAN DIABETES, 2016), acrescidos a maior
dificuldade no controle glicémico com uso de insulina usual em todos os pacientes
DM1 (ROSENSTOCK, 2001). O adequado controle glicémico € essencial para
evitar ou minimizar as complicacdes associadas a patologia (THE-DIABETES-
CONTROL-AND-COMPLICATIONS-TRIAL-RESEARCH-GROUP, 1993; WHITE et
al., 2001; NATHAN et al., 2005).

Perfil lipidico

Criancas DM1 com baixo controle glicémico estdo propensas a
anormalidades lipidicas (PETITTI et al., 2007), como apresentado no grupo em
estudo (TABELA 7).

Os pacientes DM1 apresentaram concentracdes maiores de Colesterol
total, HDL-C e LDL-C e menores de triglicerideos quando comparado com o
grupo controle, um perfil de alteracado esperado em pacientes DM1 nesta faixa
etaria (GUY et al., 2009).

As concentracdes plasmaticas de colesterol total para o grupo DM1 estédo
dentro do valor limitrofe aceito pela ADA, ISPAD e SBD, ndo caracterizando esses
pacientes como dislipidémicos. J& as concentracdes de HDL-C estdo dentro dos
valores de corte desejavel para ambos os grupos. Shah e colaboradores relataram
gue o HDL-C em criancas diminui quando estes chegaram a idade adulta (SHAH
et al., 2015). Criangas com DM1 apresentaram maiores concentragbes de HDL-C
de forma consistente (p<0,001) e paradoxalmente maiores que o grupo controle,
contudo esse achado, ja foi relatado em outros trabalhos (MAAHS et al., 2005;
GUY etal., 2009; SNELL-BERGEON et al., 2010; KRISHNAN et al., 2011).

Embora as concentragbes plasmaticas de LDL-C no grupo DM1 sejam
superiores ao grupo controle (TABELA 7), encontram-se dentro dos intervalos
aceitaveis de risco (<100 mg/dL) (ADA, 2016).
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As concentragdes de triglicérides foram significativamente maiores no
grupo controle, quando comparado ao DM1 (P<0,001). Embora em ambos os
grupos, as concentracdes observadas nao estejam associadas a
hipertrigliceridemia (TG>150 mg/dL). Uma explicacdo plausivel reside na
amostra do grupo controle coletada sem jejum prévio, o que pode promover um

aumento, na concentracao de triglicérides.

Proteinas Totais e Albumina

Os pacientes DM1 apresentaram concentra¢cdes menores de proteinas
totais (P=0,023) e similares de albumina (P=0,654) como mostrado na Tabela 7.
Tanto para a proteina total quanto para a albumina, as concentracdes
observadas em ambos 0s grupos nao sugerem alteracbes patologicas ou
metabolicas, permanecendo no intervalo de referéncia. Desta forma, € possivel
caracterizar que os grupos em estudo néo apresentam no geral sinais de perda

proteina (como lesédo renal) ou mesmo indicios de déficit nutricional.

Creatinina e Ureia

As concentragdes de ureia e creatinina foram significativamente maiores no
grupo DM1 quando comparado aos controles (P<0,001). O resultado é esperado,
uma vez que ureia e creatinina sdao marcadores de filtragdo glomerular,
consequentemente de leséo renal (ZURBIG et al., 2012), e dentre as complicagdes
mais frequentes associadas ao DM1 encontra-se a nefropatia, sendo esta
progressiva e associada ao mau controle glicémico (DONAGHUE et al., 2014).

Embora o grupo DM1 possua maiores concentracdes de creatinina e ureia
em relagéo ao grupo controle, as concentragcdes de ambos 0s grupos encontram-
se dentro do intervalo de referéncia (0,32-0,71 mg/dL) (CERIOTTI et al., 2008),
indicando que os participantes deste estudo ndo apresentam uma leséo renal

manifesta detectada através desses biomarcadores.

Acido urico

A concentracao sérica de acido urico foi significativamente menor (P<0,001)
em criancas com DM1 quando comparado as saudaveis. Embora as
concentracbes em ambos 0s grupos estdo dentro do intervalo de referéncia (2,5-

5,5 mg/dL), estudos descrevem hipouricemia em pacientes com DM tanto do tipo
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1 quanto em tipo 2 (ESPARZA MARTIN; GARCIA NIETO, 2011). A redugéao
das concentragbes plasméticas de urato sdo decorrentes do aumento do
clearance ou depuracdo renal deste composto associado a polidria (diurese
osmotica) caracteristicas dos pacientes com DM1 (MAGOULA et al., 1991;
GONZALEZ-SICILIA et al., 1997; GOLEMBIEWSKA et al., 2005).
Gotembiewska e colaboradores (2005) mostraram que a excre¢do de acido
urico esta correlacionada com a glicemia de jejum e a HbAlc, sugerindo uma

relacdo do urato sérico com o grau de controle glicémico.

4.3  ANALISES MOLECULARES

Todos os polimorfismos em estudo se encontram no equilibrio de Hardy-
Weinberg (H-W), ficando estabelecido que a variagcdo genética em uma populacéo
permaneca constante de uma geracdo a outra na auséncia de fatores
desestabilizastes, pois quando uma populacédo esta em equilibrio de H-W os alelos
gue compde o gendtipo podem ser considerados escolhidos aleatoriamente numa
populacdo. Desvios no equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) podem indicar
consanguinidade, estratificacdo da populagcdo e até mesmo problemas de

inconsisténcias nas genotipagens (SHAN, 2013).

4.3.1 Polimorfismo rs805297 do gene apoM

Os resultados das genotipagens do grupo controle e DM1 referente ao
polimorfismo rs805297 estédo detalhados na TABELA 8.
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TABELA 8 - FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS PARA O POLIMORFISMO rs805297
DO GENE apoM NOS GRUPOS EM ESTUDO

GENOTIPOS  CONTROLE DM1 P
ALELOS (N=169) (N=148)
CODOMINANTE
CIC 94 (55,6) 92 (62,2)
CIA 60(355)  52(351) 0,061
POLIMORFISMO AIA 15 (8,9) 4(2,7)
rs805297 H-W (P) 0,729 0,798
C>A Alelo A 26,6% 202% oo
[95%IC] [22-31] [16-25] ’
DOMINANTE
*CC vs CA+AA 94 vs 75 92vs56 0,238
RECESSIVO

*AA vs CC+CA 15 vs 154 04 vs 144 0,021

Genotipos descritos em n (%). Probabilidade( P), Teste Chi-quadrado
95%IC, Intervalo de Confianca de 95%

Todos os grupos estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg (P>0,05)
*Modelo dominante e **Modelo Recessivo

FONTE: O autor, 2016.

Ndo houve diferenca estatistica significativa na comparacdo dos
gendtipos e frequéncias alélicas (P=0,060) entre os grupos para 0os modelos
codominante e dominante, P=0,061 e P=0,238, respectivamente (TABELA 8).
O modelo recessivo mostra significancia (P=0,021), sugerindo que a presenca
do alelo A poderia estar associado a protecdo em relacdo ao DM1. Neste caso,
a presenca apenas quadro individuos com o genétipo AA no grupo DM1, reduz
muito o poder estatistico, e novos estudos com maior devem ser realizados
para substanciar os resultados encontrados. Wu e colaboradores (WU et al.,
2009) encontraram diferenca estatisticamente significativa na frequéncia do
alelo A entre os grupos controle e DM1 na populacdo Chinesa Han, mas néo
na Sueca. Mas tanto na populacdo Chinesa como na sueca, a frequéncia do
alelo A foi superior nos grupos controle (32,7 % Chineses Han e 37,7% suecos)
em comparacao com os grupos DM1 (26,2 % Chineses Han e 29,1% suecos).

A TABELA 9 apresenta a comparacao das frequéncias genotipicas e

alélicas deste estudo para o polimorfismo rs805297 com outras populacdes.
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TABELA 9 - COMPARAGOES ENTRE FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS DO
POLIMORFISMO rs805297 DO GENE apoM COM A LITERATURA

GENOTIPOS ALELO
apoM rs805297 %) (%)
GRUPO ETNICO CARACTERISTICAS n CcC CA AA A

Euro-brasileiros Criancas controle 169 55,6 35,5 8,9 26,6

(presente estudo)  crjgncas DM1 148 62,2 351 2,7 2072
Chineses Controles 312 471 49,3 3,6 28,0
(CAO etal.,, 2013) Pacientes DAC 300 51,3 47,5 3,0 25.8
Han Chineses Controles 316 38,0 48,7 13,3 37,7
(WU et al., 2009) Pacientes DM1 177 48,0 45.8 6,2 29.1
Caucasianos Controles 101 475 396 129 327
(suicos)
(WU et al., 2009) Pacientes DM1 124 524 42,7 4,8 26.2
Han chineses Controles 389 48,1 442 7,7 29,8
ZHA l.
( Oetal, Pacientes AVC 314 389 484 12,7 36,9
2011)
Han chineses Controles 156 39,8 46,1 141 37,2

(NIU et al., 2007) Pacientes DM2 170 41,2 48,2 10,6 34,7

Em negrito, destacados os dados das amostras em estudo. AVC: Acidente Vascular Cerebral,;
DAC: Doenca Arterial Coronaria; DM1: diabetes mellitus tipo 1; DM2: diabetes mellitus tipo 2.
ComparacGes em negrito destacam a frequéncia do alelo menor diferente do Intervalo de
confianca de 95% para o grupo controle [95%IC 22-31%)]

FONTE: O autor, 2016.

A frequéncia do alelo A, menos comum, encontrada neste estudo para
criangcas saudaveis (26,6%) é inferior ao relatado para caucasoides americanos
(34,0%) e similares a descendentes europeus de Utah (29,1%), porém
significativamente maior que a encontrada em afrodescendentes americanos
(6,0%) (HAPMAP, 2016c¢). Ao comparar 0 grupo euro-brasileiro DM1, com
caucasianos suicos também portadores de DM1, os valores encontrados sao
similares, sendo 20,2% para a populac¢éo brasileira e 26,2% para 0s Sui¢os.

As analises de variancia dos genotipos do rs805297 com as concentracdes
dos biomarcadores evidenciou associacdo entre esse polimorfismo e a creatinina,

um marcador de funcgéo renal e filtracdo glomerular (FIGURA 12).



69

FIGURA 12 - ASSOCIAGAO DO POLIMORFISMO rs805297 COM AS CONCENTRAGOES DO
BIOMARCADOR CREATININA PARA OS GRUPOS EM ESTUDO

Grupo Controle Grupo DM1

10 10

& P=0,102 P=0,039

Creatinina, mg/dL
o
Creatinina, mg/dL

cc CA*AA = cc CA+AA

Genotipos Genadtipos
rs805297 apoM rs805297 apoM

P<0,05 é significativo.
Fonte: O autor, 2016.

A presenca do alelo A (CA+AA) foi associada a um aumento significativo
(P=0,039) na concentracdo de creatinina somente no grupo DM1 (FIGURA 12).
Este achado, pode ser um artefato, decorrente do tamanho amostral e necessita
confirmacgdo com outros estudos para comprovagao.

A apoM tem expressao relevante nas células tubulares proximais sendo
secretada por elas (XU, N.; DAHLBACK, 1999; FABER et al.,, 2006), e
usualmente reabsorvida por proteinas associadas a giantina através de um
processo que também é afetado por doenca renal (HUANG, L. Z. et al., 2015).
Através de inducdo de dano por isquemia-reperfusdo hepética (IRH) em
modelo animal, foi observado apds a isquemia aumento significativo das
concentracfes plasmaticas de apoM, similar ao dos marcadores de funcédo
renal ureia e creatinina. Este aumento das concentracfes plasmaticas sugere
tanto a producdo patofisiologicamente aumentada ou mais apoM foi perdida
pelas células tubulares durantes o dano renal pela isquemia-reperfusédo
hepatica. Neste estudo, os autores encontraram um pico de elevacéo de apoM
no sangue e urina mais precoce do que de ureia e creatinina, sugerindo que
apoM poderia ser um marcador sensivel para dano por isquemia-reperfusao
(XU, X. L. et al., 2013). Contudo, as funcdes e papeis fisiolégicos da apoM no
rim séo ainda especulativas. E possivel, que os pacientes DM1 que carreiam o

gendtipo CA+AA expostos a um ambiente pro-inflamatério e hiperglicémico que
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caracteriza o diabetes, apresentem maior risco para o0 desenvolvimento
precoce da nefropatia diabética que os carreadores do gendtipo CC. Foi
sugerido por Xu e colaboradores (XU, X. et al., 2006) que apoM poderia ter
acdo como proteina de fase inflamatoria aguda e poderia servir como
marcadora de dano renal agudo. Neste contexto, o observado em nosso
estudo, pode ser um indicativo, que deve ser explorado, na busca de

marcadores de risco para a lesao renal.

4.3.2 Polimorfismo rs805296 do gene apoM

A genotipagem do polimorfismo rs805296 foi realizada através da
técnica de PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction Restriction Fragment
Length Polymorphism Read) e os produtos de PCR foram digeridos com a
enzima de restricdo Rsa | (conforme descrito no topico 3.3 de Materiais e

Métodos) gerando os perfis de restricdo detalhados na FIGURA 13.
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FIGURA 13 - SITIOS DE RESTRIGAO PARA O POLIMORFISMO rs805296.

Alelo T-TT8T Alelo T-T78C
A * .l,
5 GT AC ¥ 5 GCAC [
| 231pb | | 8lpb || 150pb |
T78TT -7787TC -778CC
231ph

231pb
150pb

81pb

A: MAPA DE RESTRICAO DO PRODUTO DE PCR. As setas indicam os sitios de restrigio
para a enzima Rsa | e os nucleotideos na cor alaranjada encontram-se na posi¢do 778. O “X”
em negrito simula a auséncia do sitio de restricdo no alelo selvagem -778T. Na presenca do
alelo T, ndo h& o reconhecimento da enzima pelo sitio de restricdo para que ocorra a clivagem,
havendo apenas fragmentos com 231 pares de base (pb); na presenca do alelo C ha
reconhecimento da enzima pelo sitio de restricdo sendo possivel visualizar fragmentos de 150
e 81 pb. B: PERFIL ELETROFORETICO DOS GENOTIPOS DO POLIMORFISMO T-778C DA
REGIAO PROMOTORA DO GENE APOM. Na linha 1 o marcador de massa molecular (MM) de
100 pares de base (pb); a linha 2 o perfil de restricdo para o genétipo homozigoto para o alelo
T (TT) e a linha 3 exibe o perfil de restricdo para heterozigoto TC, ndo havendo a presenca de
individuos homozigotos para o alelo C. A direita do gel as massas moleculares esperadas para
os fragmentos. FONTE: O autor, 2016.

A TABELA 10 mostra os resultados das genotipagens das amostras para o

polimorfismo rs805296 do gene apoM para os grupos controle e DM1.
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TABELA 10 - FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS PARA O POLIMORFISMO
rs805296 DO GENE apoM NA AMOSTRA EM ESTUDO

GENOTIPOS CONTROLE DM1 P
ALELOS (N=169) (N=148)
CODOMINANTE
/T 157 (92,9) 143 (96,6)
POLIMORFISMO
T>C cic 0 (0) 0 (0)
H-W (P) 0,964 0,983
Alelo C 3,6 1,7
[95%IC] [2-6] [0-3] 0,147

Genotipos descritos em n (%); Probabilidade(P) Teste Chi-quadrado; 95%IC: Intervalo de
Confianga de 95%. Todos os grupos estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg (P>0,05).
FONTE: O autor, 2016.

Os grupos em estudo ndo mostraram diferenca nas frequéncias alélicas
(P=0,147) e genotipicas para o0 modelo codominante (P =0,0142), determinando
gue o polimorfismo rs805296 do gene apoM nao esta associado ao DM1 na
amostra em estudo.

A TABELA 11 apresenta a comparacao das frequéncias genotipicas e

alélicas deste estudo para o polimorfismo rs805296 com outras populacgdes.
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TABELA 11 - COMPARACOES ENTRE FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS DO
POLIMORFISMO rs805296 DO GENE apoM COM A LITERATURA.

apoM rs805296 GENg/I)I POS AIZ(%O
GRUPO .
ETNICO CARACTERISTICAS n TT TC CC C
Euro- )
brasileiros Criancas controle 169 929 9.1 0,0 3,6
(presente .
estudo) Criangas DM1 148 96,6 34 0,0 1,7
Han chineses Controles 372 90,9 8,6 0,5 48
(XU, W. W. et .
al., 2008) Pacientes DAC 418 84,4 14,1 1,5 8,5
Han chineses Controles 389 81,7 17,3 1,0 9,6
(ZHQOOl%t 8. pacientesAVC 314 704 274 22 159
Han chineses Controles 225 86,2 13,0 0,0 6,9
(JIAO et al., .
2007) Pacientes DAC 118 72,9 246 2,5 14,8
Han chineses Controles 156 88,5 11,5 0,0 5,8
(NIU et al., .
2007) Pacientes DM2 170 79,4 20,0 0,6 10,6
Han chineses Controles 76 73,7 26,3 0,0 13,2
(ZHANG, P.
H. et al., Pacientes DM2 259 819 17,8 0,3 9,3
2016)
Han chineses Controles 316 89,9 10,1 0,0 51
(WU etal., :
2009) Pacientes DM1 177 79,1 20,9 0,0 10,5
Caucasianos Controles 101 94,1 59 0,0 3,0
(suecos)
(WU etal, Pacientes DM1 124 839 161 0,0 8,1
2009)
Han chineses Controles 209 81,3 16,8 1,9 10,3
(ZHENG et .
al., 2014) Pacientes CAD 206 80,1 18,9 1,0 10,4
Han chineses Controles 118 84,7 15,3 0,0 7,6
(ZHENG et .
al., 2009) Pacientes CAD 126 78,6 19,8 1,6 11,5

Em negrito destacados os dados das amostras em estudo. AVC: Acidente Vascular Cerebral;
DAC: Doenca Arterial Corondria; DM1: diabetes mellitus tipo 1; DM2: diabetes mellitus tipo 2.
Intervalo de confianca de 95% para o alelo menor do grupo controle [95%IC 2-6%)]. FONTE: O
autor, 2016.

A frequéncia do alelo raro (C) encontrada neste estudo para criancas
saudaveis (2,7%), segundo o HapMap foi similar a encontrada em controles

saudaveis suicos (3,0%), americanos (4,5%), europeus (1,8%) e na populagao sul
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asiatica (3,0%), sendo significativamente menor que a encontrada para africanos
(13,1%) e para a populagéo do leste asiatico (11,9%) (HAPMAP, 2016Db).

A frequéncia do alelo C no grupo DM1 (1,4%) foi inferior a encontrada em
Caucasoides (8,1%) e em chineses Han (10,5%) (TABELA 11). Esta pode ter sido
a razao pela qual ndo encontramos associagdo com o DM1 como foi encontrado
por Wu e colaboradores (2009) na populacdo chinesa e na sueca, havendo
necessidade de aumentar o niumero amostral do estudo. Contudo, os préprios
autores acharam interessante que as populacdes sueca e chinesa apresentaram a
mesma frequéncia genotipica para o rs805296, uma vez que a incidéncia do
DM1 nestas populacdes é bem distinta (WU et al., 2009). Outro fato que chama
atencao, € que a frequéncia do alelo C encontrada por Wu e colaboradores
(2009) no grupo saudavel para a populagéo chinesa e sueca é semelhante ao
dos Euro Brasileiros, mas inferior ao reportado para Chineses em outros
estudos (TABELA 11).

N&o foi encontrado correlagdo entre os gendtipos com as concentragdes
dos biomarcadores ou dados clinicos dos pacientes. Embora neste trabalho néo
foi possivel correlacionar o rs805396 ao DM1 ou outras comorbidades
atreladas a doencas, este polimorfismo ja foi fortemente associado ao DM1,
tanto na populacdo Chinesa Han quanto na populacéo sueca (WU et al., 2009).
Contudo, outro estudo com populacdo Chinesa também n&o encontrou
correlacdo entre gendtipo e fendtipo para este polimorfismo (ZHANG, P. H. et
al., 2016).

Outras doencas como consequéncia do diabetes, sejam por mau
controle glicémico, lipidico ou ambos, o que € mais comum, também tiveram
fortes evidéncias de associacdo com elevadas concentracdes de colesterol e
glicemia em jejum, conferindo maior risco de susceptibilidade ao DM2 (NIU et
al., 2007).

Jiao e colaboradores (2007) determinaram que os gendtipos TC e CC
estavam associados a doenca arterial coronaria (DAC) e com concentracdes
mais elevadas de colesterol total (CT). Wu e colaboradores (2009) também
encontraram que individuos saudaveis Chineses que carreavam o genétipo TC
apresentava concentracoes significativamente maiores de colesterol total que
0S que carreavam 0 gendtipo TT. Também foi reportado que concentragbes

plasmaticas de apoM se relacionam positivamente com as concentracdes
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plasmaticas de colesterol total, LDL-C e HDL-L em humanos (DULLAART et
al., 2009). Contudo, o0 mecanismo contribuinte para esse aumento ainda nao foi
esclarecido, sendo uma hipo6tese a localizacdo do polimorfismo, que pode
influenciar o metabolismo lipidico e sua expressdo. De fato, Wu e
colaboradores (2009) demonstraram que o alelo C do rs805296 aumenta a
atividade do promotor.

Como a frequéncia do alelo menos frequente € muito baixa, ndo sendo
identificado nenhum genétipo homozigoto raro (CC) as comparacbes com as
frequéncias observadas em outras populacdes tém baixo poder estatistico.
Novos estudos com aumento substancial no tamanho amostral séo necessarios

para afirmacdes consistentes para este polimorfismo.

4.3.3 Polimorfismo rs9404941 do gene apoM

A genotipagem do polimorfismo rs9404941 foi realizada através da
técnica de PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction Restriction Fragment
Length Polymorphism Read) e os produtos de PCR foram digeridos com a
enzima de restricdo Hae Il (conforme descrito no topico 3.3 de Material e

Métodos) gerando os perfis de restricdo detalhados na FIGURA 14.
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FIGURA 14 - SITIOS DE RESTRIGAO PARA O POLIMORFISMO rs9404941.

Alelo T-855T Alelo T-855C
A
5 GGtI'C I o G}cc [¥
| 231ph | | 73pb |  158pb |
-855TT -855TC -855CC
231ph | | 231ph
158pb 158ph
73pbh 73pb
B 1 2 3 4
- L B e Vet
500pb _—
- 3
— ]
| : 231pb
200pb | u — d
- Y 158pb
-
73pb

A: MAPA DE RESTRICAO DO PRODUTO DE PCR. As setas indicam os sitios de restrigio
para a enzima Hae Ill e os nucleotideos na cor rosa encontram-se na posi¢do 855. O “X” em
negrito simula a auséncia do sitio de restricdo no alelo selvagem -855T.Na presenca do alelo T,
ndo ha o reconhecimento da enzima pelo sitio de restricdo para que ocorra a clivagem,
havendo apenas fragmentos com 231 pares de base (pb); na presenca do alelo C ha
reconhecimento da enzima pelo sitio de restricdo sendo possivel visualizar fragmentos de 158
e 73pb. B: PERFIL ELETROFORETICO DOS GENOTIPOS DO POLIMORFISMO T-855C DA
REGIAO PROMOTORA DO GENE apoM. As linhas 2 e 3 mostram os perfis de restricdo do
gendtipo homozigoto para o alelo T (TT) (-855TT). A linha 4 mostra o perfil de restricdo para o
gendtipo -855TC em heterozigose (TC), ndo havendo a presenca de individuos homozigotos
para o alelo raro C; na linha 1 o marcador de massa molecular (MM) de 100 pares de base
(pb), e no lado direito do gel a massa molecular esperada para os fragmentos de restri¢éo.
FONTE: O autor, 2016.

ApoOs analises dos géis de poliacrilamida para os fragmentos acima
descritos, os resultados das genotipagens do grupo controle e DM1 referente ao

polimorfismo rs9404941 foram sumarizados na TABELA 12.
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TABELA 12 - FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS PARA O POLIMORFISMO
rs9404941 DO GENE apoM NA AMOSTRA EM ESTUDO

GENOTIPOS  CONTROLE DM1 P
ALELOS (N=169) (N=148)
CODOMINANTE
/T 160 (94,7) 144 (97,3)
POLIMORFISMO

rs9404941 T/C 9(53) 4(27) 0,142

T>C ci/C 0 (0) 0 (0)

H-W (P) 0,964 0,983

Alelo C 27 1,4

(95%IC) [1-4] [0-3] 0,245

Genotipos descritos em n (%). Probabilidade (P), Teste Chi-quadrado. 95%IC, Intervalo de
Confianga de 95%. Todos os grupos estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg (P>0,05).
FONTE: O autor, 2016.

N&o houve diferenca estatistica significativa ha comparagcédo dos genotipos
(P=0,142) e frequéncias alélicas (P=0,245) entre os grupos, sugerindo que este
polimorfismo n&do estd associado ao DM1 na populacdo em estudo, em
concordancia com os resultados encontrados por Wu e colaboradores (2009) na
populacdo Chinesa Han, embora a frequéncia do alelo C tenha sido muito superior
a encontrada neste estudo (TABELA 12).
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TABELA 13 - COMPARACOES ENTRE FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS DO
POLIMORFISMO rs9404941 DO GENE apoM COM A LITERATURA.

GENOTIPOS ALELO

apoM rs9404941 (%) (%)

GRUPO .
ETNICO CARACTERISTICAS n TT TC CC C
Euro- Criancas controle 169 94,7 53 0,0 2,7
brasileiros
(presente Criancas DM1 148 973 27 00 14
estudo)
Han chineses Controles 372 90,9 8,6 0,5 48
(XU, W. W. et .
al., 2008) Pacientes DAC 418 844 141 1,5 8,5
Han chineses Controles 389 71,3 27,2 1,5 15,2
(ZHAGetal., o entes AVC 314 700 271 21 164
2011)
Han chineses Controles 76 61,8 30,3 7,9 23,0
(ZHANG, P.
H. etal, Pacientes DM2 259 62,5 30,9 6,6 22,0
2016)
Han chineses Controles 156 68,6 30,1 1,3 16,3
(NIU et al., :
2007) Pacientes DM2 170 77,6 20,6 1,8 12,1
Han chineses Controles 316 70,6 28,5 0,9 15.2
(WU et al., :
2009) Pacientes DM1 177 68,4 28,8 2.8 17,2
Han chineses Controles 209 70,8 27,3 1,9 15,6
(ZHENG et .
al., 2014) Pacientes DAC 196 60,7 33,0 6,3 22,8

Em negrito, destacados os dados das amostras em estudo. AVC: Acidente Vascular Cerebral;
DAC: Doenca Arterial Coronéria; DM1: diabetes mellitus tipo 1; DM2: diabetes mellitus tipo 2.
Intervalo de confianca de 95% para o grupo controle [95%IC 1-4%)]

FONTE: O autor, 2016.

N&o foram encontrados outros estudos para a populacdo caucasoide que
associassem-este polimorfismo ao DM1. Nosso estudo, ndo encontrou individuos
homozigotos para o alelo C na populacdo Euro-brasileira (TABELA 13). A baixa
frequéncia do alelo C observada neste estudo é similar a descrita para a
populacdo africana (0,7%). Porém, € inferior a encontrada em outras populacgdes,
como na europeia (7,0%) e americana (4,7%). Contudo, na populacdo do leste
asiatico foi encontrada uma frequéncia de 24,4% (HAPMAP, 2016a), superando
todas as outras populagdes descritas, inclusive Chineses Han.

Na busca por associacdo entre 0s genotipos com as concentracdes de
marcadores bioquimicos, foram realizadas analises de variancia para a populacao
em estudo (FIGURAS 15 e 16).
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FIGURA 15 - ASSOCIAGAO DO POLIMORFISMO rs9404941 DO GENE apoM COM AS
CONCENTRAGOES DE GLICEMIA AO ACASO PARA OS GRUPOS EM

ESTUDO
Grupo Controle Grupo DM1
120 600 '
§ 110 S {5 %00 —
E P=0,528 > [ P=0,011 ,
E ‘w ’ o
Y 100 ¥ ile
® p- = 1=
o © 300
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9404941
" mom rs9404941 apoM

A concentracdo da glicemia ao acaso, € apresentada como média, 1-desvio padréo (quadrado) e
2-desvios padrao (barras verticais). P, probabilidade teste t-Student bidirecional.

P<0,05 considerado significativo, destacado em negrito.

FONTE: O autor, 2016.

A presenca do alelo C representado pelo heterozigoto (TC) do polimorfismo
rs9404941 foi associada ao aumento da glicemia ao acaso (P=0,011) (FIGURA 15)
e reducdo do LDL-colesterol (FIGURA 16) (P=0,026) em criancas portadoras de
DM1, ndo sendo observada essa associacdo no grupo de criancas saudaveis
(P=0,528).

Em alguns pacientes com diabetes, as concentracdes plasméaticas de apoM
se encontram diminuidas (HU, Y. W.; ZHENG; WANG, 2010; HUANG, L. Z. et al.,
2015), mas ainda precisa ser esclarecido se € devido a tracos genéticos,
deficiéncia de insulina, resisténcia a insulina ao hiperglicemia. Foi mostrado que
altas concentracdes de glicose podem inibir significativamente a expressédo de
apoM in vitro e in vitro (ZHANG, X. et al., 2007). Também foi mostrado em varios
estudos a correlacdo positiva entre as concentracdes plasmaticas de apoM e LDL-
C (AXLER; AHNSTROM; DAHLBACK, 2007; AHNSTROM et al., 2008; DULLAART
et al., 2009; PLOMGAARD et al., 2009). Nossos resultados sugerem que é a
combinacdo de todos estes fatores. A associacdo do genodtipo TC+CC do
polimorfismo rs9404941 em individuos submetidos a um ambiente hiperglicémico,
como é o caso do grupo DM1 com mau controle glicémico (TABELA 13), resultaria
na supressao da expressao de apoM, levando a menores concentracées de LDL-

C. Em concordancia com nossa hipétese, Zhang e colaboradores (ZHANG, P. H.
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et al., 2016) mostraram que individuos saudaveis que apresentavam o gendtipo
TC+CC do polimorfismo rs9404941 tinham concentracfes plasmaticas menores de
apoM (21,02+9,87 ng/pL vs 26,63+11,92 ng/uL; P=0.037) e LDL-C C (84,17+16,6
mg/dL vs 92,7+14,4 mg/dL; P=0.023).

FIGURA 16 - ASSOCIACAO DO POLIMORFISMO rs9404941 DO GENE apoM COM AS
CONCENTRAGCOES DE LDL-COLESTEROL PARA 0OS GRUPOS EM

ESTUDO.
Grupo Controle Grupo DM1
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A concentracdo do LDL-colesterol, € apresentada como média, 1-desvio padréo (quadrado) e
2-desvios padrdao (barras verticais). P, probabilidade teste t-Student bidirecional. P<0,05
considerado significativo, destacado em negrito. P: probabilidade. P<0,05 é significativo.
FONTE: O autor, 2016.

Tanto para as concentracdes de glicemia como para o LDL-c, as
comparacdes nao apresentam poder estatistico, sendo demonstrada apenas
para ressaltar uma observacdo que necessita maior investigacdo com desenho

experimental e tamanho amostral apropriados.

4.4  ANALISES DE CORRELACAO LINEAR DE PEARSON

Foram identificadas correlacdes significativas entre os polimorfismos e os

parametros bioquimicos descritos na TABELA 14, com o grupo controle bem como

com o grupo DML1.
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TABELA 14 - CORRELAQQES SIGNIFICATIVAS ENTRE OS POLIMORFISMOS DO GENE
apoM E PARAMETROS LABORATORIAIS NOS GRUPOS EM ESTUDO

POLIMORFISMOS PARAMETROS GRUPO

DO GENEapoM  BIOQUIMICOS ~ CONTROLE ~ CRUPODML
oo oo
rs805296 Proteina r;:%%ﬁ? -
Albumina r;-:%’lo51330 -
rs805297 Creatinina i Efé%géé
Ureia i r=0,1760
P=0,040
rs9404941 Glicose - r;fozéjg
o o

Na andlise os polimorfismos no gene apoM tiveram os seguintes cédigos: 1=TT; 2=TC e 3=CC
para o rs805296; 1=CC, 2=CA e 3=AA para o rs805297, 1=TT; 2=TC e 3=CC para o0
rs9404941. r: coeficiente de correcdo de Pearson; P: probabilidade da correlacéo; P<0,05.
FONTE: O autor, 2016.

Na busca por associacdes entre os polimorfismos e os biomarcadores
bioquimicos, realizou-se a anélise de correlacao linear de Pearson, onde os
valores de coeficiente de correlacdo (r) encontrados no grupo DM1 indicam
correlacbes positivas e fracas (0,1=<r<0,5) (LESAFFRE et al., 2009). Com
excecdo do parametro LDL-C que apresentou com o rs9404941 correlacéo
negativa e fraca; assim como no grupo controle, que a correlacdo entre o
polimorfismo rs805296 e os biomarcadores proteina total (PT) e albumina
(ALB), foram considerados negativamente fracos, sugerindo um pequeno efeito
dos polimorfismos sobre os biomarcadores detalhados na TABELA 14.

A correlacao positiva entre o polimorfismo rs805296 e as concentracdes
plasmaticas de HDL-C, embora seja fraca (r=0.1967, P=0,021), estd em
concordancia com dados da literatura que mostram que a expressado do gene
apoM esta ligada as concentracdes de HDL-c. A expressdo de ApoM e as
concentracgfes de HDL-C séo reguladas pelo HNF-1 (RICHTER et al., 2003).
Além disso, Wolfrum e colaboradores (WOLFRUM; POY; STOFFEL, 2005)
demonstraram que a superexpressdo em 3 vezes de apoM resulta no aumento
da concentragcédo de HDL, colesterol total e pré B-HDL em aproximadamente o

dobro. Embora experimentos biolégicos indiguem que a apoM regule o
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metabolismo da lipoproteina HDL, ndo ha evidéncias em humanos que
variagbes genéticas no gene da apoM influenciariam as concentracfes
plasmaticas de HDL-c (JIAO et al., 2007).

O polimorfismo rs805396 (T-778C) pode aumentar a expressédo de ApoM
(WU et al.,, 2009). Além disso, vérias citocinas, incluindo fator ativador
plaquetario (platelet activating fator — PAF), fator de crescimento transformador
B (transforming growth factor-g - TGF-B), fator de crescimento epidermal
(epidermal growth factor — EGF), fator de crescimento hepético (hepatocyte
growth factor — HGE), e leptina, regulam a expressao de apoM in vivo e in vitro
(XU, N. et al., 2002; LUO et al., 2004; XU, N.; HURTIG; et al., 2004; XU, N.;
NILSSON-EHLE; et al., 2004; LUO et al., 2005). Também foi sugerido que a
apoM poderia ter alguma carateristica de proteina de fase aguda por
apresentar padréo de expressao similar a HSP70 (heat-shock proteins family)
(XU, X. et al., 2006). Pacientes com DML1 estdo sujeitos a processos inflamatorios,
condicao que reduzem as concentracdes plasmaticas de albumina (GOMES et al.,
2003). Estas caracteristicas podem explicar a correlagdo negativa entre apoM e
proteinas totais e albumina.

Como a apoM é altamente expressa nas células tubulares proximais
(XU, N.; DAHLBACK, 1999; FABER et al.,, 2006), e tem sido sugerido que
apoM poderia funcionar como proteina de fase inflamatdria aguda e poderia
servir como marcadora de dano renal agudo (XU, X. et al., 2006), era de se
esperar correlacdo entre polimorfismos presente em sua regido promotora, 0s
guais possam alterar sua expressao, tivessem correlacdo com marcadores de
funcdo renal (TABELA 14). Contudo, para entendermos as especificidades
destas correlagdes precisariamos saber o quanto e como 0s polimorfismos
rs805297 e rs9404941 afetam a expressdo de apoM, bem como seu papel
fisiol6égico no rim.

A correlacdo do polimorfismo rs9404941 positiva com a glicemia ao
acaso e negativa com o LDL-C, reforca nossa hipétese (discutida no item 4.3.3)
gue pacientes com DM1 com background genético (genétipo TC+CC) sujeitos a
hiperglicemia poderia levar a menor expressdo de apoM, resultando em
menores concentracdes de apoM e LDL-C (FIGURAS 15 e 16).

Atraveés dos resultados de correlacdo e associacdo obtidos neste estudo

torna-se claro a complexidade do DM1. Os achados no corrente estudo e de
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prévios estudos reportados na literatura variam entre diferentes coortes. Parte
das diferencas encontradas podem ser explicadas pelo grande numero de
polimorfismos testados em pequenas séries de amostras causando
associacbes por chance bem como falta de deteccdo por baixo poder
estatistico do estudo. Ainda, diferencas nas fases da doenca quando feito a
amostragem. Diferencas também podem ser relacionadas a variacdo de
incidéncia da doenca em diferentes paises. A maioria destas diferencas nao
pode ser facilmente explicada pelas frequéncias alélicas dos polimorfismos
estudados, tanto nos genes HLA de classe Il como ndo-HLA. Contudo, fatores
ambientais e interacdes gene-ambiente provavelmente explicam estas
diferencas e podem também definir qual efeito genético sdo detectados em
cada area geografica. Ainda, foi mostrado por Lempainen e colaboradores
(2015) que associagdes genéticas de varias vias incluem fases distintas do
DM1, alguns afetam a taxa de progressdo de uma autoimunidade pancreatica
pré-estabelecida ou ainda no inicio. E ainda, realizar estudos de associacéo
genética em individuos que apresentam DM1, mas se encontram com
progressdo natural diferente, ou seja, rapida ou lenta, constitui causa de
confusé@o devido a distribuicdo aleatéria de individuos.

A presente dissertacdo aborda polimorfismos da regido promotora do
gene da apoM. Este € o primeiro estudo com uma populacdo brasileira. Os
estudos sobre a apoM, sao recentes, e apontam que esta proteina pode ser um
elemento capaz de ligar alteracées no perfil lipidico, processos inflamatérios e
alteracdes no sistema renal. Portanto, nosso estudo sobre a apoM e seu gene

esta apenas comecando.
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CONCLUSOES

Os polimorfismos rs805296, rs805297 e rs9404941 do gene apoM nao foram

associados ao DM1 na amostra em estudo no modelo codominante;

O polimorfismo rs805297 do gene apoM foi associado ao DM1 quando
analisado no modelo recessivo sugerindo que a presenca do alelo A confere

menor risco a doenca;

As frequéncias para os alelos raros dos polimorfismos em estudo foram, no
geral, similares aos descritos para outras populacdes europeias ou

Caucasoides e menores quando comparados a Orientais.

A presenca do alelo A do rs805297 foi associada a um aumento significativo

(P=0,039) creatinina sérica em pacientes com DM1,

A presenca do alelo C do polimorfismo rs9404941 foi associada ao aumento
da glicemia ao acaso (P=0,011) e a redugdo na concentracdo do LDL-

colesterol (P=0,026); em criangas portadoras de DM1.
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ANEXO 2

Termo de consentimento livre e esclarecido para participantes menores (A),
0s quais eram assinados pelos pais ou responsaveis legais, e para participantes

acima de 12 anos (B), respectivamente.

A TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nés, Fabiane Gomes de Moraes Rego, Dr Suzana Nesi Franga e Geraldo Picheth, pesquisadores da
Universidade Federal do Parand, estamos convidando o seu filho menor de idade, a participar de um
estudo intitulado "AVAUAGAO DE BIOMARCADORES LABORATORIAIS E MOLECULARES £M
CRIANGAS E ADOLESCENTES SAUDAVEIS E PORTADORAS DE DIABETES MELLITUS", que vai
avatiar o perfil bioquimico e molecular do seu filho. E através de pesquisas como esta que ocorrem 0s
avangos na medicina e sua participagdo € de fundamental importéncia.

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 participagdo de seu filho na pesquisa, os dados pessoais biométricos
(como idade, peso, altura) serdo necessarios, Além disso, serd necessario coletar uma ameostra
do sangue dele,

¢) O sangue do seu filho serd coletado duranie a consulta de rotina do irmio (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, principalmente relacionado & agulhada ca
coleta de sangue.

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

f) Os beneficios esperados com essa pesquisa s30: 1) melhor conhecimento do perfil bioguimico
e molecular dos adolescentes 2) a expectstiva do desenvolvimenio de novos ensaios
laborateriais 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 filno menor de idade sera armazenado corretamente e
podera ser utiizado em outras pesquisas semelhantes a esta, que buscam aumeniar o
conhecimento scbre doengas e melhorar a qualidade de vida dos pacientes. Toda nova
pesquisa a ser feita com o material dele amazenado, serd submetida a apreciag3o do Comité
de Etica em Pesquisa, e a cada nova pesquisa, o sujeito serd contatado para consantir nove
uso de sua amostra, o qual serd 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 & inadequagdo da amosira por cntérios de qualidade. Neste
caso, a amostra serd colocada em recipientes apropriados e serd descartada seguindo normas
bem definidas, sem causar riscos a saide de ninguém, tampouco ao meio ambiente.

Rubricas:

Sujeito da Pesquisa e fou responsavel legal
Pesquisador Responsivel

Qrientador Orientado

Comité de Etica em Pesquisa do Setor de Cigncias da Saude da UFPR
Telefone: (41) 3360-7259 e-mail; cometica.saude@ufpr.br




Os pesquisadores responsaveis por este estudo: Fabiane Gomes de
" rego@uiprbn, Geraldo Pichelh (aeraldopichothufort) o o Suzana Negt Freces
(snesifranca@hotmail.com); os farmacéuticos poderdo ser contatados de segunda a
sexta-feira, das 14 as 18 h, no Laboratério de Bioguimica Clinica da Universidade
Federal do Parana, sito a Rua Prefeito Lothario Meissner, 632 — Jardim Botanico
Curitiba — PR, ou pelo telefone (41) 3360-4068, e a médica podera ser contatada ge
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 teiefone (41)
3338-0370, para esclarecer eventuais dividas que vocé possa ter e fornecer-lhe as
informagdes que queira, anies, durante ou depois de encerrado o estudo.
I) A participagio do seu filho neste estudo é voluntaria e se vocé néio quiser mais que ele
faga parte da pesquisa podera desistir a qualquer momento e solicitar que Ihe devolvam
o termo de consentimento livre e esclarecido assinado,

k) As informagbes relacionadas ao estudo poderio ser conhecidas por pessoas
autorizadas. No entanto, se qualquer informago for divulgada em relatério ou

publicagao, isto sera feito através de codigos, para gue a identidade dele seja preservada
e seja mantida a confidencialidade.

1) As despesas necessdrias para a realizagdo da pesquisa (exames laboratoriais) nio sio
de sua responsabilidade e pela participagdio do seu filno no estudo ele nio recebera
qualquer valor em dinheiro, Ele terd a garantia de que problemas como: hematomas &
dor no local da pungio para coleta do sangue decorrentes do estude serio tratados pela
préprio equipe de pesquisadores.

m) Quando os resultados forem publicados, n&o aparecera o nome dele, e sim um cédigo.

Eu, li esse termo ds
consentimento e compreendi 2 natureza e objetivo do estudo do qual concordei que meu filho
participe. A explicagio que recebi menciona os riscos e beneficios. Eu entendi que sou livre
para interromper a participagdo do meu filho a qualquer momento sem justificar minha decisdo
@ sem que esta decisdo afete o tratamento dele. Eu entendi o que o meu filho nio pode fazer
durante a pesquisa e fui informado que meu filho sera atendido sem custos se ela apresantar
2lgum problema dos relacionados no item “e".

Eu concordo voluntariamente na participag@o 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 Saude da UFPR J
Telefone: (41) 3360-7259 e-mail: cometica.saude@ufpr.br
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TERMO DE ASSENTIMENTO INFORMADO LIVRE E ESCLARECIDO

Adolescentes maiores de 12 anos e menores de 18 anos

Titulo do Projeto: AVALIACAO DE BIOMARCADORES LABORATORIAIS E
MOLECULARES EM CRIANGAS E ADOLESCENTES SAUDAVEIS E

- )
PORTADORAS DE DIABETES MELLITUS %g _L
Responsavel: Fabiane Gomes de Moraes Rego (orientador) ?s R . 3
aQ 1=
Local da Pesquisa: Laboralorio de Bioguimica Clinica da Universidade 8% u v?
Federal do Parana. :g § 0 ?)
Enderego: Rua Prefeito Lothario Meissner, 632 — Campus Jardim Botanico, '-‘é 2 E E
Curitiba - PR 3 § 2 s
2E .29
S 3@ g
ar e
O que significa assentimento? '5 8593
:388%
O assentimento significa que vocé concorda em fazer parte de um grupo de 2¢ 'ﬁ & E

adolescentes, da sua faixa de idade (entre 12 e 18 anos), para participar de
uma pesquisa. Serdo respeitados seus direitos e vocé recebera todas as
informag6es por mais simples que possam parecer,

Pode ser que este documento denominado TERMO DE ASSENTIMENTO
LIVRE E ESCLARECIDO contenha palavras que vocé ndo entenda. Por favor,
pega ao responsavel pela pesquisa ou a equipe do estudo para explicar
qualquer palavra ou informagao que vocé ndo entenda claramente.

Informacéao ao Paciente:

O objetivo desta pesquisa é estudar o perfil biogquimico e molecular de
adolescentes das escolas de Curitiba visando uma melhor compreensao de
doengas que possam afetar estes. Pesquisas como esta podem ajudar no
desenvolvimento de novas metodologias de diagnéstico e tratamento.

Caso vocé participe da pesquisa, os dados pessoais biométricos (como idade,
peso, allura) serdo necessdrios, Além disso, sera necessario colelar 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 desconforio, principalmente
relacionado a 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 desaparecario com o
tempo,

Rubncas:
Sujento da Pesgquisa = fou responsivel legal

Pesquisador Aespansivel ou guam aplcou o

Qs
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Os beneficios esperados com essa pesquisa séo: 1) melhor conhecimc_anto do
perfil biogquimico 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,

Caso vocé autorize, seu sangue sera armazenado cometamente e podera ser
utilizado em outras pesquisas semelhantes a esta, que buscam aumentar o
conhecimento scbre doengas e melhorar a qualidade de vida dos pacientes.
Toda nova pesquisa a ser feita com o seu material armazenado, sera
submetida & apreciagdo 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.

Sua amostra de sangue sera armazenada por até 10 anos, mas podera ser

. descartada devido a inadequagdo 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.

- A sua 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 informagbes relacionadas ao estudo poderdo ser conhecidas por pessoas
autorizadas. No entanto, se qualquer informacéo for divulgada em relatério ou
publicagdo, isto sera feito através de cédigos, para que a sua identidade seja
preservada e seja mantida a confidencialidade.

As despesas necessarias para a realizagéo da pesquisa (exames laboratoriais)
nao sao de sua responsabilidade e pela sua participag@o no estudo vocé nao
recebera qualquer valor em dinheiro. Vocé tera a garantia de que problemas
como: hematomas e dor no local da pungao para coleta do sangue decorrentes
do estudo serdo tratados pela prépria equipe de pesquisadores

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

Rubricas:
Sujeito da Pesquisa ¢ /ou responsivel legal

Pesquisador Responsdvel ou quem apliccuo
TCLE

Contato para duvidas

Se vocé ou os responsaveis por vocé tiver(em) dividas com relagao 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 sdo: Fabiane Gomes de Moraes
Rego (rego@ufpr.br), Geraldo Picheth (geraldopicheth@uipr.br) e Aline
Borsato Hauser (alinehauser@uifpr.br);farmacéuticos, poderao ser contatados
Aprovado polo Comité do Etica om Poesquisa

em Seres Humanos do Setor de
Salde/UFPR, PG

Parecer CEP/SD-PB.ne £ss YAy
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de segunda a sexta-feira, das 14 as 18h, no Laboratério de Bioquimica Clinica
da Universidade Federal do Parana, sito & Rua Prefeito Lothario Meissner, 632
— Jardim Botanico, Curitba — PR, ou pelo telefone (41) 3360-4068, para
esclarecer eventuais dividas que vocé possa ter e fornecer-lhe as informagdes
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 Satde da Universidade Federal do Parana, pelo telefone
3360-7251. O CEP é constituido por um grupo de profissionais de diversas
areas, com conhecimentos cientificos e ndo cientificos que realizam a revisdo
élica inicial e continuada da pesquisa para manté-lo seguro e proteger seus
direitos.

DECLARACAO 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 participa¢do a qualquer momento sem dar uma
razao. Eu concordo que os dados coletados para o estudo sejam usados para
o proposito acima descrito.

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

Eu receberei uma coOpia 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 Saide da FUFPR
Rua Pe, Camargo, 280 — 2° andar — Alto da Gléria - Curitiba-PR ~CEP:80060-240
Tel (41)3360-7259 - c-mail: cometica.sawde@ufpr.br

Aprovado pelo Comitd de £tica em Pasquisa
em Seres Humanos do Setor da Cidncias da
Saude/UFPR. _ i
Patecer CEP/SD-PB.ns_€S55 423
nadatade <1 J oS JIAC iy )\.}J-/
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ANEXO 3

Questinario aplicado aos individuos participantes da pesquisa.

COLETA DE DADOS

Paciente n° Registro HC:

Nome:

-

Data de nascimento:

Paclenle ( ) Parente ( ) Parentesco:

Sexo Masculino { ) Feminino ( )

Pubere( ) PréPubere( ) Tanner______
CAD no diagnéstico Sim( ) Ndo( )

CAD no dltimo ano Sim ( ) Nao( )

Consanguinidade Sim ( ) Nao( )

©® ® N @ & A @ N

Idade de diagnostico (meses ou ancs)

10. Tempo de diabetes (m )

11. Peso (kg)

12. Peso (DP)

13. Estatura (cm)

_—

14, Estalura (DP)

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

17. Tipo de insulina: Anélogo Sim ( ) Nao( )
18. Necessidade de insulina (Uikg/dia)

19. Tempo de tratamento com insulina:
( )NZo tratado com insulina, ( ) tratado com até 6 meses depois diagndstico, ( ) tratado mais de &
meses depois do diagnéstico

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

21. Histéria familiar de Diabetes Sim ( ), (...)pais ou( )avds, Nao( )

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

23. Tipo de Pele Fitzpatrick 1811 ( ) N&MI( ) IVAV( )

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

25. Média indice UV nos Gltimos 35 dias

26. Uso de fotoprotegao

27. Uso de suplemento vitaminico Sim ( YNao( )Qual?
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ANEXO 4

PCR EM TEMPO REAL PARA O GENE apoM. Gréfico de discriminacdo alélica do
SNP rs805297. Em azul estdo amostras homozigotas para o alelo C (CC); em verde,
amostras heterozigotas com gendtipo CA e em vermelho, amostras homozigotas
para o alelo A (AA).
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