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RESUMO

Diabetes mellitus tipo 1 (DM1) e tipo 2 (DM2) sdo doengas crdnicas com elevada
morbimortalidade e sem cura. Seus fatores de risco sao explicados pela combinagao
de suscetibilidade genética, exposi¢des ambientais e estilo de vida e sua
compreensao € vital para prevengdo, deteccdo precoce e manejo da doenca.
Polimorfismos em diversos genes podem causar a predisposi¢ao, como variagdes no
gene do receptor de paladar doce (gene TAS1R2) e da adiponectina. Além da busca
por elucidar as causas da doencga, varias terapias adjuvantes tém sido estudadas em
combinagdo com a insulina e hipoglicemiantes orais em diabéticos para melhorar o
controle glicémico e minimizar os efeitos adversos do tratamento convencional, dentre
elas, as terapias com vanadio. A presente pesquisa foi dividida em dois capitulos. No
primeiro, o efeito do complexo [VO(bpy)(mal)].H20 foi avaliado em uma linhagem
celular de hepatocarcinoma humano (HepG2) e em 70 ratos Wistar machos diabéticos
induzidos por estreptozotocina (STZ) divididos em sete grupos com diferentes
tratamentos. Na linhagem celular, este apresentou baixos efeitos citotoxicos em
concentragdes de 2,5 a 7,5 pmol/L (IC50 10,53 umol/L) e aumentou a captagao de
glicose (2-NBDG) em até 93%, efeito semelhante ao da insulina. Nos animais
diabéticos, o complexo nas doses de 10 e 30 mg/kg de peso corporal administrado
por gavagem oral por 12 dias ndo afetou os animais, sugerindo baixa toxicidade
durante o periodo experimental, mas, o complexo na concentracdo de 30 mg/kg de
peso associado a insulina, quando comparado ao tratamento com insulina
isoladamente, melhorou a glicemia (382 mg/dL vs 551,35 mg/dL respectivamente; p =
0,002), resultando em reducéo adicional de, aproximadamente, 30% na glicemia,
sugerindo o potencial do complexo como um candidato promissor para o tratamento
adjuvante do diabetes. No segundo capitulo foi avaliada a associagdo dos
polimorfismos rs35874116 e rs12033832 no gene TAS1R2 e do rs266729 do gene
ADIPOQ com DM1 e DM2 em estudo tipo caso-controle. O projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da UFPR (24676613.6.0000.0102
e 01038112.0.0000.0102). Participaram da pesquisa 196 criangas (<16 anos),
classificadas em DM1 (n=98) e saudaveis (controle, n=98) e 265 adultos (=18 anos),
sendo DM2 (n=133) e saudaveis (controle, n=132), pareados por género e idade. Os
critérios para diagnostico do diabetes foram da SBD 2021. O polimorfismo foi
genotipado pela técnica de gqPCR com uso de sondas TagMan®. Os grupos DM1 e
DM2 apresentaram controle glicémico inadequado (respectivamente, HbA1c 10% =
2,1e7,9% + 2,4; Glicemia em jejum 238,8 mg/dL £+ 117,5 e 153,1 £ 81 mg/dL). Os
polimorfismos estudados estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg em todos os grupos
e as frequéncias para os alelos de menor frequéncia, foram similares aos descritos
para populagdes caucasoides. As frequéncias genotipicas ndo foram diferentes no
DM1 e DM2 nos polimorfismos avaliados, mas no caso do polimorfismo rs12033832,
houve diferenga significativa nas frequéncias alélicas (p=0,036) e genotipicas para o
modelo codominante (p=0,041) entre o grupo DM2 e controle, sugerindo que a
presenga do genotipo GG, confere risco aumentado ao DM2 de 1,5 vezes (odds ratio),
embora novos estudos com maior tempo de tratamento, diferentes populagdes e maior
tamanho amostral devam ser realizados para substanciar os resultados encontrados.

Palavras-chave: STZ-diabetes; vanadio(lV); efeito antidiabético; SNPs; genotipagem.



ABSTRACT

Type 1 Diabetes mellitus (DM1) and type 2 (DM2) are chronic diseases with high
morbidity and mortality and without cure. Its risk factors are explained by the
combination of genetic susceptibility, environmental exposures and lifestyle and their
understanding is vital for prevention, early detection and management of the disease.
Polymorphisms in several genes can cause predisposition, such as variations in the
sweet taste receptor gene (TAS1R2) and adiponectin. In addition to the quest to
elucidate the causes of the disease, several adjuvant therapies have been studied in
combination with insulin and oral hypoglycemic agents in diabetics to improve glycemic
control and minimize the adverse effects of conventional treatment, including
vanadium therapies. This research was divided into two chapters. In the first one, the
effect of the [VO(bpy)(mal)].H20 complex was evaluated in a human hepatocarcinoma
cell line (HepG2) and in 70 streptozotocin (STZ) induced diabetic male Wistar rats
divided into seven groups with different treatments. In the study in vitro, it showed low
cytotoxic effects at concentrations of 2.5 to 7.5 ymol/L (IC50 10.53 pmol/L) and
increased glucose uptake (2-NBDG) by up to 93%, an effect similar to of insulin. In
vivo study, the complex at doses of 10 and 30 mg/kg of body weight administered by
oral gavage for 12 days did not affect the animals, suggesting low toxicity during the
experimental period, but the complex at a concentration of 30 mg/kg of weight
associated with insulin, when compared to treatment with insulin alone, improved blood
glucose (382 mg/dL vs 551.35 mg/dL respectively; p = 0.002), resulting in an additional
reduction of approximately 30% in blood glucose, suggesting the potential of the
complex as a promising candidate for the adjuvant treatment of diabetes. In the second
chapter, the association of the rs35874116 and rs12033832 polymorphisms in the
TAS1R2 gene and of the rs266729 of the ADIPOQ gene with DM1 and DM2 was
evaluated in a case-control study. The project was approved by the Ethics Committee
for Research with Human Beings at UFPR (24676613.6.0000.0102 and
01038112.0.0000.0102). Participated in the study 196 children (<16 years), classified
as DM1 (n=98) and healthy (control, n=98) and 265 adults (=18 years), being DM2
(n=133) and healthy (control, n =132), matched by gender and age. The criteria for
diagnosing diabetes were from SBD 2021. The polymorphism was genotyped by the
gPCR technique using TagMan® probes. The DM1 and DM2 groups showed
inadequate glycemic control (HbA1c 10% + 2.1 and 7.9% % 2.4, respectively; Fasting
blood glucose 238.8 mg/dL + 117.5 and 153.1 + 81 mg/ dL). The studied
polymorphisms are in Hardy-Weinberg equilibrium in all groups and the frequencies
for the lower frequency alleles were similar to those described for Caucasian
populations. Genotypic frequencies were not different in DM1 and DM2 in the
polymorphisms evaluated, but in the case of the rs12033832 polymorphism, there was
a significant difference in allelic (p=0.036) and genotypic frequencies for the
codominant model (p=0.041) between the DM2 and control groups, suggesting that
the presence of the GG genotype confers a 1.5-fold increased risk to DM2 (odds ratio),
although new studies with longer treatment time, different populations and larger
sample size should be performed to substantiate the results found.

Key-words: STZ-diabetes; vanadium(lV); antidiabetic effect; SNPs; genotyping
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INTRODUGAO

Diabetes mellitus tipo 1 (DM1) e tipo 2 (DM2) sdo doengas cronicas com
elevada morbimortalidade e sem cura. A hiperglicemia cronica é a marca do diabetes
e decorre da deficiéncia na producao de insulina, resisténcia a agao da insulina ou
ambos (ADA, 2020). Ao longo das ultimas décadas, a prevaléncia do diabetes tem
aumentado globalmente, similar a um processo pandémico e respondendo como uma
das principais causas morte, além de conferir elevada sobrecarga econdmica aos
sistemas de saude devido aos altos custos de gerenciamento e tratamento do
processo patoldgico e de suas complicagdes (IDF, 2021).

O tratamento medicamentoso convencional do diabetes, que tem foco no
aumento da oferta da insulina e/ou maior sensibilizagdo ao hormdnio, produz efeitos
colaterais indesejados aos pacientes, o que leva a reducédo da adesao do paciente, e
consequente falha do tratamento. A administragcao de insulina (no DM1) e agentes
hipoglicemiantes orais (no DM2) sao as principais formas de tratamento
medicamentoso no arsenal terapéutico atual. Outras formas terapéuticas, como a
terapia génica e indugao da regeneragao das ceélulas beta n&o estdo aprovadas para
uso clinico amplo, ficando restritas a pesquisa no diabetes (TAN et al., 2019)

O controle glicémico do DM1 requer uma atencgao rigorosa e diaria de inje¢des
de insulina, testes de sangue através de picadas nos dedos e monitoramento da dieta.
Diabéticos tipo 1 devem estar constantemente atentos para episédios de hiperglicemia
ou hipoglicemia, os quais podem ser fatais. Recentemente, tem se ampliado o
interesse na combinagdo de medicamentos com a insulina, para a melhora do controle
glicémico sem risco aumentado de hipoglicemia ou ganho de peso (DANNE et al.,
2019). Para o DM2, o tratamento inicia com mudanca de estilo de vida, seguido pela
adicao de uma ou mais classes de agentes antihiperglicémicos e insulina (ADA, 2020),
sendo que os compostos terapéuticos utilizados no tratamento do DM2, muitas vezes,
tém sua efetividade reduzida em alguns pacientes (IDF, 2019).

Varias terapias adjuvantes tém sido estudadas em combinagdo com a insulina
e hipoglicemiantes orais em pacientes com Diabetes mellitus (DM) para melhorar o
controle glicémico e minimizar os efeitos adversos do tratamento convencional (ADA,
2020). A avaliacédo continua de terapias adjuntas para o DM pode fornecer opgoes
adicionais e relevantes ao tratamento medicamentoso e concorrer para suprir as
deficiéncias das terapias atuais (HARRIS et al., 2018).
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Os sais de vanadio tém apresentado perspectivas positivas como adjuntos a
insulina no tratamento do DM (SAKURAI, HIROMU, 2002; CLARK et al., 2014;
BAPTISTELLA et al., 2021). Estudos extensos tém sido realizados para elucidar o
mecanismo pelo qual o vanadio atua na regulagao celular do metabolismo da glicose.
Estes estudos sao incompletos no presente, mas apresentam robustas evidéncias de
que o vanadio diminui a necessidade de insulina em modelos animais (roedores),
melhorando o controle glicémico (MALABU et al., 1994; YAO; BATTELL; MCNEILL,
1997; FUGONO; YASUI; SAKURAI, 2005). Novos estudos sobre o uso de compostos
de vanadio com melhor absorgao e seus efeitos sobre as concentragdes plasmaticas
de insulina e de peptideo C sado recomendados (SOVEID; DEH GHANI; OMRANI,
2013). Varios fatores podem influenciar na progressédo do uso humano de terapias
com vanadio, especialmente fatores farmacolégicos, incluindo a biodisponibilidade e
a baixa nefro-toxicidade (MORSY et al., 2021).

Com o exposto, se ressalta a pertinéncia e relevancia da avaliagcédo de novos
compostos de vanadio no diabetes (INGELSSON; MCCARTHY, 2018). Buscar novas
moléculas, selecionadas para maior efeito antidiabético, antihipercolesterolémico e
anti-inflamatério, associados a menor toxicidade, sao prioritarias no DM visando
ampliar o arsenal terapéutico.

Além disso, a compreensao dos fatores de risco que contribuem para o
aparecimento do DM é vital para a implementacao de deteccao precoce de doencas,
prevencao e intervencéo. Os principais componentes dos fatores de risco de doencas
humanas sdo geralmente explicados pela combinagao de suscetibilidade genética,
exposi¢cées ambientais e determinantes de estilo de vida (TORKAMANI; WINEINGER,;
TOPOL, 2018). Diferencas nesses fatores entre os individuos também produzem
diferengas na fisiologia da doenga. A medicina de precisao pode ser definida como o
cuidado médico sob medida baseado principalmente na compreensdo dessas
diferencas na fisiologia da doenca entre os individuos (KONUMA; OKADA, 2021).

A classificacdo do DM por organizagdes especializadas, como a Sociedade
Americana de Diabetes (American Diabetes Association — ADA), se expandiu nas
ultimas décadas para incluir formas descritivas adicionais. Estes sdo diabetes
monogénicos, englobando as sindromes diabetes da maturidade de inicio precoce
(Maturity-Onset Diabetes of the Young - MODY) e diabetes neonatal, diabetes
associado a doengas exdcrinas do pancreas, diabetes secundaria devido ao excesso

de horménios contrareguladores de glicose, diabetes associada a endocrinopatias,
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como acromegalia ou doenca de Cushing e diabetes induzido por esteroides ou
drogas (ADA, 2020). Com excec¢ao do diabetes monogénico, que afeta uma pequena
fracdo dos pacientes, esses subtipos nao séo definidos de acordo com sua etiologia
molecular, o que seria preferivel para um diagndstico preciso e para o uso de terapia
direcionada (HATTERSLEY; PATEL, 2017).

Uma das abordagens importantes para a medicina de precisdo € a
estratificacdo da suscetibilidade genética individual baseada na variagédo do acido
desoxirribonucleico (DNA) herdado. Esta abordagem foi desenvolvida com o
progresso da genética humana, e acredita-se que estes estudos possam contribuir
para a identificagao dos fatores genéticos para doengas humanas comuns e melhor
previsdo dos riscos para o desenvolvimento das doencas. Estudo de associacao
amplo do genoma (Genome Wide Association Study - GWAS), que utiliza matrizes de
polimorfismos de nucleotideo unico (Single-Nucleotide Polymorphisms - SNPs), € um
dos métodos mais eficazes para avaliar estatisticamente a associagdo genética de
doencas (KONUMA; OKADA, 2021).

A predigao de risco genético para o DM desempenha um papel importante
para facilitar a intervencéo precoce da doenga, identificando individuos de alto risco.
O conhecimento das caracteristicas genéticas em cada grupo é fundamental para sua
implementagcdo bem-sucedida. O conhecimento do risco genético dos diferentes tipos
de diabetes tem o potencial de auxiliar na identificacdo dos fatores de risco ambientais
(n&o genéticos). Por exemplo, a estratificagado de individuos em ‘'alto risco genético' e
'baixo risco genético' pode ser usada em um estudo de coorte longitudinal,
pressupondo que esses sujeitos que desenvolvem autoimunidade as ilhotas e
progridem para o DM1 apesar de ter uma baixa pontuagdo de risco genético seria
"carregado" por fatores de risco ambientais. Quanto maior a compreensao sobre a
fisiopatologia e heterogeneidade do DM, a ciéncia de predigdo, prevengao e
intervencao pode auxiliar no conhecimento do DM (ROBERTSON; RICH, 2018).

Desta forma, a avaliagao de variantes genéticas reportadas na literatura para
predisposicdo do DM1 em pacientes com inicio precoce (infancia) e tardio (apés 18
anos de idade) e DM2 pode contribuir para um mapeamento genético especifico para
a populacéao brasileira, permitindo preencher lacunas na fisiopatologia da doenga, o
que poderia auxiliar no desenvolvimento de tratamentos preventivos, bem como nova

abordagem terapéutica para estes tratamentos.
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REVISAO DE LITERATURA

1 DIABETES MELLITUS (DM)

O DM é uma doenga cronica, heretogénea e multifatorial, e segundo a
Federagao Internacional de Diabetes (IDF) é caracterizado por concentracoes
elevadas da glicemia devido a falta ou insuficiéncia na produgao da insulina, ou ainda,
quando esta nado é efetivamente utilizada (IDF, 2021).

O diabetes pode ser diagnosticado com base em critérios de glicose
plasmatica, seja pelo valor da glicose plasmatica em jejum (GPJ) ou o pelo valor da
glicose plasmatica de 2 h (GP 2 h) durante o teste oral de tolerancia a glicose com 75
g (TOTG) ou critérios da hemoglobina A1c (HbA1c) (THE INTERNATIONAL EXPERT

COMMITTEE, 2009) (Figura 1).

Figura 1. Critérios para o diagnéstico do DM

Diabetes
Dave ser diagnosticado se
UM OU MAIS dos critérios

a seguir 530 atendidos

Teste Observagao

e
A\ E
LJ

Glicemia plasmatica
em jejum

O jejum & definide como nenhuma ingestao

- .
2126 mg/dL calorica por pelo menos 8 horas.

ou

Ir;“-ﬁ @ O teste deve ser realizado como descrito pela
) OMS utilizando dose oral de glicose
Nt *
2200 mg/dL contendo o equivalente a 75 de glicose

Sesmias i apos f3g dissolvida em dgua.

de glicose oral (TOTG)

ou

C teste &éue sar reélizaﬂﬁ COMm rriréiu-d.n
‘ padronizado & certificado pelo National
=6,5%" Glvcohemoglobin Standardization Frogram
i {(NSGP) & padronizado pelo ensaio do Diabeles
HbAlc | | Control and Complications Trial (DCCT).
ol

H_:} 200 mg/dL 1 F‘HGI_EI‘IE.E:% COMMm 3I_r|tl:rrn.as c!é;smc&_s,

hiperglicemia ou crises hiperglicémicas.
Glicemia ao acaso

*Com glicemia inequivoca ausente, os resultados devem ser confirmados com repeticao dos testes.

#Discordancia marcada entre os valores de A1C e de glicose plasmatica devem aumentar a
possibilidade de interferéncia no ensaio da A1C e considerar o uso de um ensaio sem interferéncia ou
critérios de glicose plasmatica para diagnosticar o diabetes. Em condigdes associadas a uma relagao
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alterada entre A1C e a glicemia, como hemoglobinopatias, incluindo anemia falciforme, gravidez
(segundo e terceiro trimestre e periodo pds-parto), deficiéncia da glicose-6-fosfato desidrogenase, HIV,
hemodialise, perda de sangue recente ou transfusao, ou terapia com eritropoietina, apenas critérios de
glicose plasmatica devem ser usados.

Fonte: Adaptado da Associagdo Americana de Diabetes (ADA, 2021).

A Associacdo Americana de Diabetes (ADA) e a Sociedade Brasileira de
Diabetes (SBD) classificam a doenga em quatro grupos distintos. O primeiro tipo &
conhecido como DM1, devido a destruicdo autoimune das células B, geralmente
levando a deficiéncia absoluta de insulina, incluindo diabetes autoimune latente da
idade adulta (Latent Autoimmune Diabetes of Adulthood — LADA). Algumas formas de
DM1 né&o tém etiologias conhecidas. Esses pacientes tém insulinopenia permanente
e sao propensos para cetoacidose diabética, mas nao ha evidéncias de
autoimunidade de células . No entanto, apenas uma minoria dos pacientes com DM1
se enquadram nesta categoria (ADA, 2021).

Acredita-se que o desenvolvimento dos autoanticorpos contra as células 3 seja
induzido apds um individuo geneticamente suscetivel ser exposto presumivelmente a
um fator ambiental que desencadeia uma perda de regulagdo imunoldgica
(ATKINSON; EISENBARTH; MICHELS, 2014). Variacdo genética na regido do
sistema de antigenos leucocitarios humanos (HLA), é responsavel por uma grande
proporgao do risco genético associado ao DM1 (NOBLE et al., 2010). Como resposta
a um agente ainda desconhecido, inicia-se a migragao e infiltragcdo de macrofagos e
linfocitos T CD8* no pancreas, dando inicio a condicdo denominada por insulite
(MANNERING; PATHIRAJA; KAY, 2016). As células T potencialmente diabetogénicas
circulam nos nodulos linfaticos pancreaticos onde lhes é apresentado o autoantigeno,
pelas células apresentadoras de antigenos (APC’s). Apdés a apresentagdo dos
autoantigenos, as células T adquirem capacidade migratoria e atacam o pancreas
onde se tornam autorreativas contra as células (ALMEIDA, 2017). Estudos
experimentais e epidemioldgicos tém sugerido que uma série de fatores ambientais,
podendo ser citados a dieta (leite de vaca e gluten), o aumento da idade maternal, a
deficiéncia de vitamina D, a exposi¢ao a quimicos, bem como infecgdes e microbiota
intestinal, podem desempenhar um papel a favor do desenvolvimento DM1 (Figura 2)
(ILONEN et al., 2009; ROSE et al., 2013; GULDEN; WONG; WEN, 2015; JACOBSEN;
SCHATZ, 2016).

O DM2 abrange individuos que possuem relativa (em vez de absoluta)

deficiéncia de insulina e tem resisténcia periférica a insulina. Existem varias causas
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para o DM2. Embora as etiologias especificas ndo sejam conhecidas, a destruigdo
autoimune das células f ndo ocorre, e os pacientes ndao tém nenhuma das outras
causas conhecidas de diabetes. O DM2 é uma doenca heterogénea causada pela
interac&o entre fatores genéticos e fatores ambientais, como visto na Figura 2 (DORIA;
PATTI; KAHN, 2008). O DM2 é uma doenga poligénica, ndo obedecendo ao modo de
heranga Mendeliano e, portanto, classificada como uma doenga complexa (COLLINS;
GUYER; CHARKRAVARTI, 1997).

Figura 2. Fisiopatologia do DM1 e DM2

Susceptibilidade genética Fatores ambientais Fatores genéticos Fatores constitucionais
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*  Variagho geogrifica e ¥ Sedentarismo
estagtes do ano
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#  Utilizagdo prejudicada
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Fonte: Adaptado de Parveen, Roy e Prasad (2017) e Cuschieri (2019)

Contudo, individuos que herdam o risco genético ndo necessariamente
desenvolvem o fenoétipo da doenga, a menos que expostos a um sinal ambiental
particular. Tanto fatores genéticos quanto ambientais (sozinho e em combinagao)
influenciam diferentes caracteristicas que contribuem para o fenétipo diabético (massa
de células B, agao da insulina, secreg¢ao de insulina, distribuicdo gordura e obesidade)
(SO et al., 2000; BONADONNA, 2004; STUMVOLL; GOLDSTEIN; VAN HAEFTEN,
2005). Esta suscetibilidade genética é ainda mais reforgada por fatores ambientais
impulsionados por pessoas com estilos de vida sedentarios e dietas pouco saudaveis
(DORIA; PATTI; KAHN, 2008). Foi, ainda, relatado que a atividade fisica reduz a
resisténcia a insulina (RI), enquanto alto teor de carboidratos e dietas gordurosas com
baixo teor de fibra agravam a RI (RICCARDI et al., 1984).
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A associagéao entre obesidade e DM2 foi relatada ha muito tempo. Foi sugerido
que ambas as condigdes compartiham genes de suscetibilidade (CARMELLI;
CARDON; FABSITZ, 1994). O sobrepeso e a obesidade sao os principais
contribuintes para o desenvolvimento da Rl e intolerancia a glicose. Quando as células
B ndo sao mais capazes de secretar insulina suficiente para superar a R, intolerancia
a glicose progride para o DM2. Anormalidades em outros hormdnios, como secregao
reduzida do peptideo semelhante a glucagon 1 (Glucagon-like peptide-1 - GLP-1),
hiperglucagonemia e concentracbes aumentadas de outros hormdnios contra-
reguladores também contribuem para a RI, redu¢cdo da secrecado de insulina e
hiperglicemia no DM2 (ZIMMET, 1992). Segundo o IDF o DM2 corresponde a 90%
dos casos (IDF, 2021).

Existe, ainda, o Diabetes mellitus gestacional (DMG), diabetes diagnosticado
no segundo ou terceiro trimestre de gravidez que ndo era claramente diabetes
manifesto antes da gestacdo (ADA, 2021). DMG ¢é, muitas vezes, um indicativo de
disfungdo da célula B subjacente (BUCHANAN et al., 2007), que confere risco
aumentado de desenvolvimento posterior de diabetes, geralmente, DM2, na méae apods
o parto (KIM; NEWTON; KNOPP, 2002; NOCTOR et al., 2016).

E por fim, o quarto grupo que engloba as outras formas especificas de
diabetes, que inclui os defeitos genéticos nas células B e na agao da insulina,
disturbios no pancreas exocrino, diabetes induzido por medicamentos ou agentes
quimicos, dentre outras formas menos comuns (SBD, 2019; ADA, 2021).

Um dos agentes quimicos empregados na indug¢ao do diabetes para estudos
in vivo em modelo animal foi descrito em 1976 (GANDA; ROSSINI; LIKE, 1976) é a
estreptozotocina (STZ), 2-deoxy-2-(3-(methyl-3-nitrosoureido)-D-glucopyranose). A
STZ consiste em um antibiético natural da classe glicosamina-nitrosureia produzido
pela bactéria Streptomyces achromogens. Este € um analogo toxico da glicose e, em
mamiferos, € capaz de entrar nas células B pancreaticas por meio do transportador
de glicose (GLUT2), causando alquilagcédo do DNA e efeitos citotdxicos, que resultam
em um efeito pleotropico capaz de ocasionar a necrose celular e, consequentemente,
a inibicdo da sintese e secrecdo de insulina. O mecanismo de acdo da STZ é
apresentado na Figura 3, onde ao entrar na célula, ocorre uma agao sinergica entre o
oxido nitrico (NO) e liberagao de espécies reativas de oxigénio, como radical hidroxila
(OH"), peroxinitrato altamente toxico (ONOO), que contribuem para o dano no DNA e

outras alteracdes deletérias causadas por STZ a nivel celular (SZKUDELSKI, 2001).
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Figura 3. Mecanismo de ag¢ao da STZ nas células 3 pancreaticas
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ADP, adenosina difosfato; NAD*, nicotinamida adenina dinucleotideo oxidado.

Fonte: Adaptado de Szkudelski (2001).

O DM induzido por agentes quimicos, como a STZ, em animais de
experimentagdo tem sido amplamente utilizado como modelo para estudo da
fisiopatologia da doenga quanto a seus eventos bioquimicos, hormonais e
morfolégicos, bem como agentes terapéuticos e preventivos. Sua utilizacdo €
considerada um método de facil execucao, padronizacgao e baixo custo (LUIPPOLD et
al., 2016).

O modelo de inducdo de diabetes pela STZ em animais se justifica pela
capacidade de mimetizar sinais e sintomas clinicos classicos de pacientes com DM
(principalmente DM1, mas ainda DM2), como a poliuria, polidipsia, polifagia e
hiperglicemia (SCRIDON et al., 2015) auxiliando na pesquisa por novas terapias para
o DM.
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2 NUMEROS DO DM

O DM tem prevaléncia e significancia crescentes na vida da populagéo, com
numeros alarmantes e projegoes preocupantes (Figura 4). Estima-se que 537 milhdes
de adultos com idade entre 20 e 79 anos em todo o mundo (10,5% de todos os adultos
nesta faixa etaria) tém diabetes. Projeta-se que em 2030, 643 milhdes e em 2045, 783
milhées de adultos com idade entre 20 e 79 anos terdo diabetes. Assim, estima-se
que embora a populagao mundial cresga 20% neste periodo, o numero de diabéticos
aumentara em 46% (IDF, 2021).

Figura 4. Numero de pessoas com diabetes em todo o mundo e por regido em 2021-2045
(20-79 anos)
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Fonte: Adaptado de IDF (2021).

Numeros de novos e existentes casos de DM1 estdo aumentando a cada ano

devido ao aumento da incidéncia em muitos paises (TUOMILEHTO et al., 2020) e
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reducdes em mortalidade. No total, estima-se que 1.211.900 criangas e adolescentes
menores de 20 anos tenham DM1 globalmente e que cerca de 108.200 criangas e
adolescentes menores de 15 anos sao diagnosticados cada ano. Este numero sobe
para 149.500 quando a idade alcance se estende a menores de 20 anos. O Brasil
ocupa o terceiro lugar em numero de casos prevalentes de DM1 em pessoas com
menos de 20 anos (92.300) (IDF, 2021).

A incidéncia e prevaléncia do DM2 de inicio na juventude varia de acordo com
a etnia e outros fatores. Populagdes com alta incidéncia e prevaléncia de DM2 em
jovens também tém maior risco de DM2 entre adultos. As maiores taxas de incidéncia
de DM2 na juventude foram relatadas no Brasil e México, bem como populagdes
indigenas nos Estados Unidos da América (EUA) e Canada, e entre as populagdes
negras nas Américas (160-3.300 por 100.000) (TELO et al., 2019; SIMENTAL-
MENDIA et al., 2020; LAWRENCE et al., 2021), e o mais baixo nas populag¢des da
Europa (0,6 a 2,7 por 100.000) (KHANOLKAR et al., 2016; OESTER et al., 2016).

A incidéncia do DM2 é extremamente baixa entre criangas pré-puberes, mas
aumenta gradualmente na puberdade, provavelmente devido a mudangas hormonais
e Rl associada a puberdade. As taxas de incidéncia sdo mais altas em meninas do
gque meninos, uma diferenga que nao se observa em adultos; isso ndao é bem
compreendido, mas pode ser devido a efeitos diferenciais dos hormdnios sexuais ou
diferengcas conhecidas no ganho de peso e habitos de vida durante e apos a
puberdade (CANDLER et al., 2018; DIVERS et al., 2020).

O diabetes € um dos principais fatores de mortalidade em todo o mundo,
embora seu impacto varie por regido. Excluindo os riscos de mortalidades associados
a pandemia COVID-19, estima-se que aproximadamente 6,7 milhées de adultos entre
a idade de 20-79 morreram como resultado de diabetes ou suas complicagbes em
2021. Isso corresponde a 12,2% das mortes globais por todas as causas nesta faixa
etaria. Aproximadamente um tergo (32,6%) de todas as mortes de diabetes ocorre em
pessoas em idade produtiva (menores de 60 anos de idade). Isso corresponde a
11,8% do total mortes globais em pessoas com menos de 60 anos (IDF, 2021).

Diabetes impde um fardo econdmico substancial sobre os paises, sistemas
de saude, pessoas com diabetes e suas familias (YANG et al., 2012; PETERS et al.,
2017; AMERICAN DIABETES, 2018). Em nivel internacional, o maior indice

relacionando o diabetes ao gasto com saude é observado nos EUA (US$ 379,5
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bilhdes), seguida pela China (US$ 165,3 bilhdes) e Brasil (US$ 42,9 bilhdes) (IDF,
2021).

3 CONTROLE E TRATAMENTO DO DM

Ambos os tipos de diabetes, DM1 e DM2, estdo associados as complicagdes
graves consequentes das flutuagdes agudas da glicemia (hipoglicemia, cetoacidose
diabética ou sindrome hiperosmolar nao cetética) e da hiperglicemia crénica,
caracteristicas da doenga (SBD, 2019). As complicagdes decorrentes do descontrole
glicémico (disglicemia) séo representadas pelas doengas macrovasculares (doenga
cardiovascular, doenca vascular periférica e acidente vascular cerebral) e
microvasculares (retinopatia, nefropatia e neuropatia) e, quando presentes,
contribuem para o aumento da mortalidade (MORRISH et al., 2001), reducao da
qualidade de vida e aumento dos custos com tratamento da doencga (LIYANAGE et
al., 2015; DA ROCHA FERNANDES et al., 2016; AMERICAN DIABETES, 2018).

Embora os mecanismos precisos dos danos vasculares induzidos pela
hiperglicemia sejam complexos e nao totalmente compreendidos, acredita-se que as
concentragdes elevadas de glicose intracelular aumentem a producédo de espécies
reativas de oxigénio, alterando uma série de vias a jusante, incluindo o fluxo da via
dos poliois, formagao e ativagao de produtos finais de glicacdo avancada (Advanced
Glycation End-product - AGE), ativacdo de proteina quinase C e fluxo da via de
hexosamina (BROWNLEE, 2001).

3.1 Controle glicémico

O objetivo do tratamento do paciente com DM é a prevengdo das
complicacbes da doenca, avaliado por meio da obtengcdo de metas meétricas
relacionadas ao controle glicémico. Os parametros associados ao controle glicémico
eram atribuidos a triade composta por glicemia de jejum, glicemia pos-prandial
(refletindo as flutuagdes agudas da glicemia) e HbA1c (representando a hiperglicemia
cronica) (KALRA; GUPTA, 2015; SBD, 2019). No entanto, na ultima década, com a
crescente disponibilizagdo de novos dados, advindos do sistema de monitorizagao
continua de glicose (SMCG), a avaliagédo dos resultados glicEmicos no tratamento do

DM1 e do DM2 sofreu questionamentos, avaliagdes e mudangas. Como consequéncia
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do SMCG, os relatérios clinicos apresentaram dados como perfil ambulatorial de
glicose, estatisticas relacionadas as médias (glicose média, tempo no alvo), bem
como marcadores relacionados a variabilidade glicémica (como coeficiente de
variagdo analitica e desvio-padrdao). Esse avango trouxe a necessidade de
desenvolver técnicas para a certificagdo e analise dessas métricas, a fim de aplicar
em pesquisa cientifica e influenciar a pratica clinica considerando individuos com DM
(BROWN; BASU; KOVATCHEV, 2019).

Assim, a terapia medicamentosa do DM tem como foco evitar a hiperglicemia,
porém, o diabético também deve estar constantemente atento para episodios de
hipoglicemia, visto que o diabetes descontrolado pode levar ao coma e, se n&o tratado,
a morte, devido a cetoacidose diabética ou sindrome hiperosmolar ndao cetdtica
(CRAIG et al., 2014). Dessa forma, é necessario controle da doencga a curto e longo
prazo, o que consiste em um conjunto de cuidados diarios, que envolve melhora da
qualidade de vida, com a pratica de atividade fisica, cuidados com a alimentagao e
tratamento medicamentoso (ADA, 2021).

O controle, o tratamento e os sintomas do DM irdo depender de alguns fatores,
como por exemplo, o tipo e duragado do DM e habitos de vida do individuo (ADA, 2021).
O n&o cumprimento dos planos terapéuticos definidos pode resultar em complicagoes
clinicas, estresse fisico e emocional ocasionados pela necessidade de sucessivas
hospitalizagdes, acarretando consequentemente implicagdes econbmicas e
financeiras aos sistemas de saude (SOKOL et al., 2005).

As opgoes terapéuticas atuais incluem hipoglicemiantes orais ou injegbes de
insulina. As principais classes convencionais de medicamentos para o tratamento da
hiperglicemia incluem sulfonilureias (aumentam a liberagao de insulina pelas llhotas
pancreaticas); biguanidas (reduzem a producao hepatica de glicose); agonistas do
receptor y ativado por proliferadores de peroxissoma (Peroxisome Proliferator-
Activated Receptor-y - PPARy) (reforgam a acado da insulina); Inibidores da a-
glicosidase (interferem na absorcdo de glicose no intestino) (CHAUDHURY et al.,
2017) (Figura 5), bem como incretinomiméticos e Inibidores da excrecdo do
transportador sédio glicose. Essas classes de drogas s&o administradas como
monoterapia ou em combinag¢ao com outro hipoglicémico. Hipoglicemia grave, ganho
de peso, reducgao da eficacia terapéutica devido ao regime de dosagem improprio ou
ineficaz, baixa poténcia e efeitos colaterais devido ao metabolismo da droga e falta de

especificidade ao alvo, problemas de solubilidade e permeabilidade s&o as principais
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desvantagens associadas ao uso das drogas convencionais acima mencionadas
(FEINGOLD, 2000). Apesar do advento de agentes antihiperglicémicos promissores,
os principais desafios no tratamento eficiente do diabetes incluem a otimizagdo das
terapias existentes para garantir concentracao de glicose ideal e balanceada, bem
como reduzir complica¢des relacionadas ao diabetes em longo prazo (TAN et al.,
2019).

Figura 5. Representacéo pictorica de diferentes categorias de medicamentos antidiabéticos e
seu modo de acao
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Abreviacdes: GLP-1: peptideo-1 semelhante ao glucagon; SGLT2: cotransportador sédio-glicose 2.
Fonte: Adaptado de Mishra e colaboradores (2021)

A utilizacdo da insulina também apresenta desvantagens como a RI, a
anorexia nervosa, a atrofia cerebral e a esteatose hepatica (YARYURA-TOBIAS;
PINTO; NEZIROGLU, 2001). Anormalidades no metabolismo dos macronutrientes
(carboidratos, lipideos e proteinas) também sao desvantagens a serem citadas, sendo
resultado do papel da insulina como horménio anabdlico (KHARROUBI; DARWISH,
2015). A hipoglicemia € o principal fator limitante da terapia intensiva com insulina
(DONNELLY et al., 2005; LUDDEKE et al., 2007). Episodios multiplos de hipoglicemia
podem levar a disfungdo autonémica e desconhecimento da hipoglicemia, iniciando

um ciclo de hipoglicemia recorrente (CRYER, 2013). Além disso, a terapia intensiva
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com insulina também contribui para o ganho de peso e as consequéncias
cardiometabdlicas da obesidade: hipertensdo, dislipidemia e aumento da doenca
aterosclerdtica e risco cardiovascular (PURNELL et al., 2003; ORCHARD et al., 2006;
PAMBIANCO; COSTACOU; ORCHARD, 2007; RODRIGUES et al., 2011;
CHILLARON et al., 2014).

No caso do DM1 geralmente o controle envolve aplicagbes diarias de insulina,
monitoramento da glicemia capilar e acompanhamento da ingestdo de carboidratos
(ADA, 2021). A medida que as concentragbes de HbA1c diminuem, o risco de
hipoglicemia aumenta para pacientes com diabetes que dependem de terapia com
insulina (DIABETES CONTROL AND COMPLICATIONS TRIAL RESEARCH GROUP
et al., 1993; THE DIABETES CONTROL AND COMPLICATIONS TRIAL RESEARCH
GROUP, 1996).

Pramlintide, um analogo a amilina, o Unico agente atualmente aprovado como
um adjuvante da insulina para o tratamento do DM1 nos EUA, reduz a HbA1c, mas
estd associado a um risco aumentado de hipoglicemia grave e efeitos colaterais
gastrointestinais (RATNER et al., 2004; BODE; GARG, 2016). Desta forma, ha grande
interesse na combinagdo de medicamentos com a insulina, para a melhora do controle
glicémico sem risco aumentado de hipoglicemia ou ganho de peso (DANNE et al.,
2019).

Ja o tratamento para o DM2 se inicia com mudanga de estilo de vida, seguido
da utilizacdo de uma ou mais classes de hipoglicemiantes orais, podendo ainda ser
combinado com a insulina (ADA, 2021). Devido ao controle deficiente do diabetes, a
maioria dos pacientes requer multiplas terapias para alcancar um bom controle
glicémico em longo prazo. A hipoglicemia € um dos principais fatores de risco que
deve ser observado quando combinacbes de varios agentes farmacolégicos sao
usados concomitantemente. A escolha de quais agentes farmacoldgicos serao
utilizados para cada paciente deve ser um processo de tomada de decisao
compartilhada. O custo, potenciais efeitos colaterais, potenciais beneficios, eficacia
na reducado da glicose e regime de dosagem sao aspectos a serem levados em
consideragcao antes da selecdo de um medicamento, que deve ser submetido

frequentemente aos ajustes de dosagem (TURNER et al., 1999).
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3.2 Controle de alvos nao glicémicos

Além dos alvos glicémicos, alvos especificos nao glicémicos (redugdo de
peso, controle da pressao arterial, agao diurética, protecao renal, diminuigao da rigidez
arterial e redugdo do acido urico) também tém sido recomendados para conferir
beneficios cardiovasculares (ADA, 2021), uma vez que constitui a principal causa de
morbidade e mortalidade para individuos com diabetes (RAO KONDAPALLY
SESHASAI et al.,, 2011) e resulta em elevado gasto associado ao diabetes
(AMERICAN DIABETES, 2018).

Condigbes comuns que coexistem com DM2 (por exemplo, hipertenséo e
dislipidemia) sao fatores de risco claros para doenga cardiovascular (DCV), e o proprio
diabetes confere risco independente. Numerosos estudos tém mostrado eficacia do
controle de fatores de risco cardiovascular individuais na prevengao ou desaceleragao
de DCV em pessoas com diabetes (ADA, 2021).

Embora a acdo da insulina prejudicada seja chamada de Rl é a base
patogénica do DM2, também pode afetar pacientes com DM1 (PRIYA; KALRA, 2018).
A etiologia da RI no DM1 é provavelmente multifatorial, envolvendo fatores genéticos
e ambientais, bem como sua interacdo (PANKOW et al., 2004; CLELAND et al., 2013).
Acredita-se que RI genética/familiar e varios fatores ambientais, como RI adquirida
por estilo de vida, Rl induzida por terapia com insulina exégena (superinsulinizagao),
constituam a base do fendtipo do diabetes duplo. De acordo com Cleland e
colaboradores (2013), os fatores genéticos e de estilo de vida que levam ao DM2
podem existir como RI, que € uma sindrome que inclui hiperinsulinemia, dislipidemia
(definida como concentragdes de triglicerideos altas e de lipoproteina de alta
densidade (HDL) baixas), hipertensao e obesidade (TREVISAN et al., 1998). Tem -se
por hipotese que a adiposidade constitui o principal fator subjacente que leva ao
desenvolvimento da RI (PANKOW et al., 2004). No entanto, estudos que exploraram
a relacao entre fatores de estilo de vida e a Rl em detalhes sao limitados. Ha, ainda,
uma tendéncia crescente de sobrepeso e obesidade entre os individuos com DM1
(CONWAY et al., 2010).

Obesidade ou excesso de peso no DM1 resulta da inatividade fisica, estilo de
vida sedentario e mudancas na dieta (aumento do consumo de agucar e carboidratos
de rapida absorg¢ao). Isso geralmente esta associado a Rl ou mudancgas de estilo de

vida que podem levar a RI, aumento das necessidades de dose de insulina e controle
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glicémico deficiente. Além disso, requerimento de dose de insulina aumenta e a falta
do controle glicémico, juntamente com o aumento da dose devido ao ganho peso
induzido pela insulina é o que desencadeia a RI, gerando um circulo vicioso (KJAER
et al., 2015).

Para prevencao e gestdo das DCV, os fatores de risco cardiovasculares
devem ser sistematicamente avaliados pelo menos anualmente em todos os pacientes
com diabetes. Esses fatores de risco incluem obesidade/sobrepeso, hipertensao,
dislipidemia, tabagismo, historia familiar de doenga coronariana prematura, doenga
renal crbnica e a presenca de albuminuria. Grandes beneficios sao vistos quando
varios fatores de risco cardiovascular sédo tratados simultaneamente. Sob o paradigma
recente de modificagdo agressiva do fator de risco em pacientes com diabetes, ha
evidéncias de que medidas de risco de doenca cardiaca coronaria em 10 anos entre
adultos com diabetes nos EUA melhoraram significativamente na ultima década (ALI
et al., 2013) e que a morbidade e a mortalidade da DCV diminuiram (BUSE et al.,
2007; GAEDE et al., 2008).

Desta forma, é imperativo ter um medicamento que também resolveria a
complicagdo macrovascular, a causa mais significativa de mortalidade em pacientes
diabéticos. Notavelmente, a maioria das evidéncias que suportam intervengdes para
a reducgao do risco cardiovascular no diabetes vem de ensaios com pacientes DM2.
Poucos ensaios foram especificamente projetados para avaliar o impacto das
estratégias de reducao do risco cardiovascular em pacientes DM1.

3.2.1 Hipertensao

Para individuos com diabetes e hipertensao, com menor risco de DCV, a ADA
recomenda o tratamento para uma meta de pressao arterial inferior a 140/90 mmHg
para individuos com diabetes e hipertensdo com menor risco de DCV. Alvos inferiores
a 130/80 mmHg, devem ser considerados para individuos que tém maior risco
cardiovascular ou DCV pré-existente. A terapia anti-hipertensiva deve ser iniciada com
uma classe de medicamentos que tenha demonstrado beneficio cardiovascular, como
inibidores da enzima de conversdao da angiotensina (ECA), bloqueadores dos
receptores da angiotensina (ARBs), diuréticos do tipo tiazidico ou bloqueadores dos
canais de calcio diidropiridinicos. ECA ou ARBs sao os tratamentos de primeira linha

para individuos com albuminuria (ADA, 2021).
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3.2.2 Lipideos

A ADA recomenda que pacientes com diabetes e idade entre 40-75 anos sem
doenga cardiovascular aterosclerética, usem terapia moderada a intensiva com
estatinas, além de terapia de estilo de vida. Para pacientes com diabetes e idade entre
20-39 anos com fatores de risco de DCV adicionais, pode ser razoavel iniciar terapia
com estatinas, além de terapia de estilo de vida. Em pacientes com diabetes em maior
risco, especialmente aqueles com multiplos fatores de risco de DCV ou com idade
entre 50-70 anos, é razoavel usar terapia com estatina de alta intensidade. Em adultos
com diabetes e risco de 20% ou mais de doenga cardiovascular aterosclerética em 10
anos, pode ser razoavel adicionar ezetimibe a terapia com estatina maximamente
tolerada para reduzir as concentragdes de lipoproteina de baixa densidade (LDL) em
50% ou mais (ADA, 2021).

Existem dados muito limitados para o gerenciamento de lipidios em pacientes
com DM1 de qualquer idade. Limitadas evidéncias sugerem que a prevengao primaria
com medicamentos hipolipemiantes diminui a incidéncia da DCV (SCHOFIELD; HO;
SORAN, 2019). Um modelo de predicdo para eventos de DCV em DM1 para ajudar
na tomada de decisao para prevengao primaria mostra-se promissor, mas precisa de
mais validagao (VISTISEN et al.,, 2016). Ha novas evidéncias da contribuicdo da
autoimunidade cardiaca para DCV no DM1 na coorte “Diabetes Control and
Compilications Trial” (DCCT) que alerta para mais investigacdo (SOUSA et al., 2019).
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JUSTIFICATIVA

A Organizagcao Mundial da Saude (OMS) recomenda que os tratamentos
alternativos para manutencdo da glicemia adequada sofram avaliagdo mais
aprofundada (World Health Organization - WHO, 1980). A busca por terapias
adjuvantes torna-se promissora, principalmente quando usada em combinagdo com a
insulina e hipoglicemiantes orais em pacientes com DM visando melhorar o controle
glicémico e, ainda, minimizar os efeitos adversos (ADA, 2021). Dessa forma, a busca
de novas terapias adjuntas em DM pode fornecer perspectivas para o futuro visando
a redugéao das limitagdes das terapias atuais (HARRIS et al., 2018). Acredita-se que
os compostos de vanadio possam agir como um possivel aliado a insulina no
tratamento do DM (SAKURAI, HIROMU, 2002; CLARK et al., 2014).

O tratamento do diabetes baseado em um algoritmo terapéutico homogéneo,
frequentemente leva ao fracasso terapéutico com varias complicagdes diabéticas
(IDF, 2021). Com o avango das tecnologias de sequenciamento de alto rendimento,
dados “6micos” combinados, como genbmica, transcritbmica, protedmica,
metabolémica, podem ser acumulados e usados no perfil global de saude e doencgas
(HASIN; SELDIN; LUSIS, 2017). Analise combinada destes dados e dos dados
clinicos e laboratoriais coletados rotineiramente podem ser usados em abordagens
terapéuticas de forma personalizada (KARLSSON et al., 2013; UECKERT et al.,
2014). A medicina personalizada é a estratégia mais promissora no tratamento de
doengas complexas poligénicas como DM, por causa da variabilidade em fenétipos
em grupos populacionais e a necessidade de determinar a medicagao apropriada para
cada individuo (MARIN-PENALVER et al., 2016).

Este novo paradigma € baseado na estrutura genética e metabdlica do
paciente para personalizar o diagndstico, prevengao, progndstico e tratamento do
diabetes. Compreendendo a prevaléncia generalizada de diabetes, o manejo
personalizado do diabetes é considerado imperativo. O caminho para a medicina
personalizada é interessante, mas desafiador. Numerosas tecnologias gendmicas
levaram a identificacdo de varios loci genéticos associados ao DM (RAM et al., 2016;
MAMBIYA et al., 2019). No entanto, o perfil completo das variantes em genes de
susceptibilidade ao DM permanece inadequadas, sendo necessarios mais estudos
genéticos em varias etnias. A identificagcdo e conhecimento da variagdo genética

individual e seu papel na predisposi¢cao e patogénese do DM constitui um passo
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significativo no manejo da doenca, melhorando as condi¢des clinicas e evitando
complicagbes. Tem sido mostrada uma importante associagdo entre os fatores
genéticos e tratamentos farmacoldgicos, incluindo resposta ao tratamento
(VENKATACHALAPATHY et al., 2021) e efeitos adversos (BAYE et al., 2021).
Considerando que o DM é uma doenca severa, que nao tem cura e possui
alta prevaléncia e a necessidade de impulsionar o conhecimento acerca da sua
etiologia, bem como, contribuir com a pesquisa por novos medicamentos para
tratamento da doenga que afeta cerca de 9,5% da populacéao brasileira (MUZY et al.,

2021), a presente pesquisa adotou duas vertentes esquematizadas na Figura 6.

Figura 6. Resumo esquematico do projeto de pesquisa
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Fonte: Autor (2022).

A primeira vertente é apresentada no Capitulo 1 e aborda o efeito de um novo
composto de vanadio no diabetes, inicialmente estudado in vitro por meio do cultivo
celular em HepG2 e posteriormente in vivo no modelo animal em ratos Wistar machos

com diabetes induzido pela estreptozotocina.
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No Capitulo 2 é apresentado o estudo dos polimorfismos relacionados ao DM1
de inicio precoce e tardio e DM2. Nesse estudo foram selecionados dois polimorfismos
(rs35874116 e rs12033832) no gene TASTRS que codifica a proteina que age como
receptor do paladar doce, denominado de T1R2 (ZHAO et al., 2010) e um polimorfismo
(rs266729) no gene da adiponectina, um horménio relacionado ao consumo alimentar,
considerado um sinal de adiposidade e que se relaciona com Rl (YAMAUCHI,
TOSHIMAS.; KADOWAKI, 2013).
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CAPITULO 1. EFEITO DE OXIDOVANADIO ([VVO(MAL)(BPY)].H20) NA
CAPTACAO DA GLICOSE EM HEPG2 E EM PARAMETROS METABOLICOS E
BIOQUIMICOS DE RATOS WISTAR COM DIABETES INDUZIDA COM
ESTREPTOZOTOCINA

1 OBJETIVOS
1.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito de oxidovanadio ([VVO(mal)(bpy)].H20) para terapia do

diabetes com analises in vitro e in vivo.
1.2 Objetivos especificos

e Avaliar o efeito do oxidovanadio quanto a captagao de glicose em cultivo celular
com a linhagem hepatica HepG2, resistentes a insulina;

e Avaliar a citotoxidade do oxidovanadio in vitro através do teste de viabilidade
celular;

e Avaliar o efeito do oxidovanadio sobre o controle glicémico e perfil lipidico em
modelo animal (com indugao do diabetes por estreptozotocina);

e Utilizar o teste comportamental para avaliar a influéncia do oxidovanadio in vivo

através por meio do teste de campo aberto.
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2 ESTUDOS DE COMPOSTOS DE VANADIO NO TRATAMENTO DO DIABETES

2.1 Aspectos fisiolégicos do vanadio

O vanadio (V) € um elemento de transicdo (com numero atdémico 23 e peso
atobmico relativo de 50,94) e é capaz de formar varios compostos, funcionando como
um anion ou um cation (IMTIAZ et al., 2015). Existe nos estados de oxidagao +2, +3,
+4 e +5, mais comumente na forma tetravalente e pentavalente (HE et al., 2021).

Nos mamiferos em geral, sua deficiéncia prejudica funcdes vitais e, por isso,
representa um elemento necessario na dieta diaria (MOSKALYK; ALFANTAZI, 2003).
Sao alimentos considerados fonte de vanadio na dieta humana: pimenta do reino,
endro, salsa, cogumelos, espinafre, pescados e frutos do mar como ostras e
mexilhdes, cereais (O'CONNELL, 2001).

O vanadio € o 22° elemento mais abundante na Terra (0,013% w/w), e é
amplamente distribuido em todos os organismos. Em humanos, o teor de vanadio no
plasma sanguineo & cerca 200 nM, enquanto nos tecidos é cerca de 0,3 mg/kg e
principalmente encontrado em 0ssos, figado e rins. Em vertebrados, vanadio entra no
organismo principalmente por meio dos tratos digestivos e respiratorio por meio da
ingestao de alimentos e inalagdo de ar (REHDER, 2020). A ingestédo alimentar diaria
estimada nos EUA é de 10 a 60 pg/dia, onde os alimentos ndo processados tém
quantidades variaveis de até 10 ppb, mas ndo superior a 1 pg/g de alimentos de
origem animal ou vegetal. Da mesma forma em outros paises, as concentragdes
dietéticas de vanadio de peso seco flutuam amplamente, por exemplo, no Brasil entre
21,6-54,2 ug/g (PAL et al., 2018; TRIPATHI; MANI; PAL, 2018). Além disso, o vanadio
€ encontrado na agua potavel em concentracbes em torno de 1 ug/L; assim, sua
ingestao por esta fonte depende do volume diario ingerido (ATSDR, 2012). Portanto,
a dose diaria tipica consumida por humanos corresponde a 10-30 ug de vanadio por
dia; no entanto, a maior parte do vanadio proveniente da dieta € geralmente excretado
nas fezes, o que significa que o acumulo de vanadio no corpo n&o constitui um risco
potencial (WILLSKY et al., 2006; COSTA PESSOA, TOMAZ, 2010; REHDER, 2012).
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2.1.1 Exposigao ambiental e toxicologia do vanadio

As concentragcbes de vanadio no ar ambiente sdao naturalmente baixas
(ATSDR, 2012; REHDER, 2015). O trato digestivo é outra forma de acesso ao
vanadio. Estudos em humanos relataram que o vanadio é pouco absorvido (0,2% a
1,0%) e o jejum, a composi¢cado da dieta e a especiagdo quimica podem afetar a
absorcéo (LEVINA et al., 2014; MA, JIN. et al., 2016). O nivel minimo de risco (Minimal
Risk Level - MRL) que é definido pela Agéncia de Substancias Toxicas e Registro de
Doencas (Agency for Toxic Substances and Disease Registry - ATSDR) é uma
estimativa da exposi¢cao humana diaria a uma substancia que provavelmente nao tera
um risco apreciavel de efeitos adversos. No caso do vanadio, a dosagem do nivel de
efeito adverso nao observado (No-Observed-Adverse-Effect Level - NOAEL) e menor
nivel de efeito adverso observado (Lowest-Observed-Adverse-Effect Level - LOAEL)
na inalagao e ingestdo em exposi¢cao aguda, intermediaria e cronica € apresentado na
Tabela 1.

Tabela 1. Nivel minimo de risco (MRL) para inalacdo de vanadio e ingestao oral

Duragéo aguda 0,0008 mg de V20s/m3/14 dias’
NOAEL 0,34-0,56 mg de vanadio/m?/13 dias'?
LOAEL 0,56 mg de vanadio/m?3'?

4,4 mg de V20s/m?3 por 6 h/dia, 5 dias por
semana por ao menos 4 semanas??
NOAEL 0,56 mg de vanadio/m?323
4,5 mg de vanadio/m® homens?
LOAEL 2,2 mg de vanadio/m® mulheres?®
0,0001 mg de V,0s/m? por 6 h/dia, 5 dias
por semana por ao menos 1 ano?

Duracéo intermediaria

MRL de inalagéo

Duracéo crénica

NOAEL Nao definido
LOAEL > (0,56 mg de vanadio/m3?

Duragao aguda 0,009 mg de vanadio/Kg/dia*
NOAEL 0,2 mg de vanadio/Kg/dia®®
LOAEL 0,35 mg de vanadio/Kg/dia®>"*°

D . o 0,01 mg de vanadio/Kg/dia por 15-364
uracao intermediaria dias10-12
MRL de ingestao NOAEL 0,12 mg de var(ljei’z:si?{Kg/dia por 364

LOAEL 1,18 mg de vanadio/Kg/dia'®

Duracéo crénica Nao definido
NOAEL Nao definido
LOAEL N&o definido

Abreviagdes: MLR: nivel minimo de risco; NOAEL: nivel de efeito adverso nao observado; LOAEL:
menor nivel de efeito adverso observado.

Referéncias: 1. (NTP., 2002); 2. (NTP., 2008); 3. (NTP., 2011); 4. (ATSDR, 2012); 5. (ZAPOROWSKA,
H.; WASILEWSKI, 1989); 6. (ZAPOROWSKA; WASILEWSKI; SLOTWINSKA, 1993); 7. (FAWCETT et
al., 1997); 8. (SANCHEZ et al., 1991); 9. (DOMINGO; GOMEZ, 2016); 10. (DAI; VERA; MCNEILL,
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1995); 11. (IMURA et al., 2013); 12. (SUN et al.,, 2017); 13. (WILK; SZYPULSKA-KOZIARSKA;
WISZNIEWSKA, 2017). } ;
Fonte: Adaptado de (TREVINO et al., 2019; TREVINO; DIAZ, 2020).

Embora individuos que consumiram doses de 7,8-10 mg de vanadio/dia/2
semanas nao mostram sintomas adversos, doses mais altas (14-42 mg de
vanadio/dia/2 semanas) causam problemas gastrointestinais, incluindo desconforto
abdominal, irritagéo, cdlicas, diarreia, nduseas e vomitos (GOLDFINE et al., 2000).

Um aumento significativo das concentracbes de reticulécitos em sangue
periférico e eritroblastos policromatofilicos na medula éssea foram observados em
ratos expostos a uma dose de 27,72 mg vanadio/kg/dia por duas semanas
(ZAPOROWSKA, H.; WASILEWSKI, 1989). A dose de 7,5-8,4 mg de vanadio/kg/dia
durante a gestacdo relatou efeitos de desenvolvimento na prole de ratos e
camundongos que incluiam diminuicdo no crescimento fetal e aumento de anomalia
de reabsorgdo, bem como malformagbdes grosseiras, viscerais e esqueléticas
(SANCHEZ et al., 1991; DOMINGO; GOMEZ, 2016). Assim, neste caso, a dose de
LOAEL identificada no animal para efeitos de desenvolvimento corresponde a 7,5 mg
vanadio/ kg/dia (DOMINGO; GOMEZ, 2016). A dose de NOAEL foi estabelecido em
0,2 mg de vanadio/kg/dia para um MRL oral de duragdo aguda. Foi observado que
tratamentos com vanadio de longo prazo levam a diminuigbes significativas na
contagem de eritrécitos em ratos expostos a 1,18 mg vanadio/kg/dia na forma de
metavanadato de aménio na agua potavel durante 4 semanas e uma diminui¢cao da
hemoglobina que € compensada com aumento do reticul6cito no sangue periférico
(ZAPOROWSKA; WASILEWSKI; SLOTWINSKA, 1993).

No entanto, estudos anteriores de duracdo intermediaria ndo encontraram
alteragcdes em doses de até 9,7 mg vanadio/kg/dia (DAI; VERA; MCNEILL, 1995;
IMURA et al., 2013). Notavelmente, o consumo de 1,72 mg vanadio/kg/dia mostrou
desempenho prejudicado em testes neurocomportamentais (como os testes de campo
aberto e de esquiva ativa/passiva) em ratos expostos ao metavanadato de sédio por
8 semanas (SUN et al., 2017). Camundongos BALB/c (4 semanas de idade)
administrados com 3 mg de vanadio/kg/dia (metavanadato de sddio), trés vezes por
semana por 3, 6, 9, 12, 15 e 18 meses, mostraram ativagao astrocitica e microglial
apdés 6 meses. Além disso, as ceélulas piramidais corticais mostraram alteracoes
morfologicas, incluindo picnose, agregacao celular, perda do padrédo de camadas e

vacuolizacao citoplasmatica, perda de arborizagcao dendritica das células piramidais
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da regido CA1 do hipocampo dorsal e perda da camada de células de Purkinje
(FOLARIN et al., 2017).

2.1.2 Absorcao e especiagao quimica in vivo do vanadio

Os pulmbes constituem o principal local de entrada para exposi¢gao ambiental
de vanadio através da respiracdo. O tamanho das particulas contendo vanadio e a
solubilidade dos compostos de vanadio sao fatores importantes na determinacao da
taxa de absorgdo do vanadio no trato respiratorio. Ingestdo oral de vanadio envolve
principalmente duas espécies: vanadatos (HVOs4%, estado de oxidagdo +5; V5%)
presente na agua potavel e vanadil (VO?*, estado de oxidagao +4; V4*). Compostos
V>* sdo parcialmente reduzidos no estdmago e, posteriormente, precipitam no meio
ligeiramente alcalino dos intestinos para formar o VO(OH)2 que é moderadamente
soltvel (REHDER, 2015). Por outro lado, HVO4?~ é mais facilmente absorvido no trato
gastrointestinal e é absorvido de 3 a 5 vezes mais efetivamente do que o VO?*. Entao,
a velocidade na qual os compostos de vanadio sao transformados no organismo e as
espécies em que ele se transforma efetivamente afetam a porcentagem de vanadio

ingerido que é absorvida, sendo representado a seguir (Figura 6).

Figura 6. Especiacao e solubilizacdo do vanadio na dependéncia do pH em diferentes
cavidades e tecidos corporais
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Os ions de vanadio (V) formam compostos estaveis nos estados de oxidacao +4 e +5 em meio aquoso
com pH fisiolégico de 7 - enquanto no corpo humano espécies coordenadas também coexistem gragas
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a quelantes ou ligantes (L) levando a complexos de férmula geral VOL ou VO2L. Além do vanadato (+5)
anions (H2VOq), também tragcos nanomolares de um cation diatdmico estavel existe na forma de vanadil
(+4) VO?* devido a sua precipitacdo como oxido vanadio (+4)-hidréxido. Em pH mais baixo e na
presenga de quelantes, no entanto, organicamente complexados, ndo oxido-vanadio (+4 ou +5), séo
favorecidos sobre as chamadas espécies “ndo complexadas” (ou “livres”) e substitui gradualmente o
oxigénio. Nesse contexto, alguns autores referem-se aos termos “ndo complexo” ou “livre” quando se
trata de espécies inorgéanicas de vanadio oxido-coordenadas.

Fonte: Adaptado de TREVINO et al., 2019; TREVINO; DIAZ, 2020.

Dependendo do solvente circundante, diferentes espécies de vanadio sao
favorecidas (CRANS et al., 2011). Cada uma dessas espécies tem diferentes
propriedades quimicas e, portanto, diferentes propriedades de respostas biolégicas
em fluidos, tecidos ou células (CRANS; BUNCH; THEISEN, 1989; CRANS et al., 2011;
REHDER, 2012) e podem formar diferentes complexos. Além disso, a especiagao
quimica dos compostos e sais de vanadio também é sensivel as suas condigdes e
meio ambiente e, como resultado, seu bioprocessamento quimico € essencial para
compreender seu modo de agao (CRANS et al., 2004; CRANS et al., 2011).

O vanadil aquoso pode existir tanto a forma catibnica como na anibnica
(CRANS; BUNCH; THEISEN, 1989; KISS et al., 2008). As espécies catidnicas tendem
a se formar em pH acido, enquanto as espécies anibnicas tendem a se formam em
pH neutro e basico (Figura 6). Pouco se sabe sobre a especiagao quimica do vanadil
aquoso em pH neutro, principalmente porque neste pH nao ha sinal de ressonancia
paramagnética eletrébnica (EPR), presumivelmente por causa da dimerizagao/
oligomerizagdo da espécie vanadil ou oxidagdo para V°* (CRANS et al., 2004;
SHAFER et al., 2012). Os estados de oxidagao do vanadio sdo de extrema importancia
no desenvolvimento de novos compostos com aplicagbes bioldgicas devido ao
impacto em suas propriedades farmacoldgicas e farmacocinéticas. Por exemplo,
considera-se que as formas V#* tendem a formar complexos de coordenacgéo estaveis
com ligantes, e o equilibrio destes sistemas é mais lento do que aqueles para sistemas
V>* (SHAFER et al., 2012; YOSHIKAWA et al., 2014). No entanto, trabalhos recentes
tém demonstrado que essa percepgao nao € valida para todos os tipos de ligantes e
que existem complexos V°* cujas caracteristicas farmacoldgicas tornam mais agentes
antidiabéticos potentes do que complexos V4* (THOMPSON et al., 2009; WILLSKY et
al., 2013).

O ion vanadato HVO4? tem uma quimica rica (em parte devido ao seu pKa de
12) que da origem a uma série de espécies que podem ser formadas em pH diferente.

Em pH abaixo de 12, dois ions HVOa4?- podem condensar e liberar agua para formar o
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dimero vanadato, V207*", que por sua vez pode ser protonado em um meio mais acido.
Um novo aumento na acidez para condicdes quase neutras promove a formacéo de
oligbmeros maiores. Nessas condigdes, as especies predominantes sao tetrameros
ou pentadmeros ciclicos, V40124~ ou V5015°~. Outros oligdmeros que normalmente s&o
encontrados como componentes secundarios de uma solugdo em equilibrio sdo o
hexamero ciclico e as espécies lineares de trimero, de tetramero e de hexamero. A
distribuicao relativa das diferentes concentracdes de espécies depende da
concentracado do vanadato total de tal forma que os compostos de menor nuclearidade
sao favorecidos em baixas concentragdes. Em pH de 6 ou abaixo e concentragdes de
0,2 mM e acima, o decamero de vanadio (decavanadato) é formado e € a espécie
predominante; no entanto, uma mistura de decavanadato monoprotonado e
decavanadato diprotonado e pequenas quantidades de tetravanadato bem como
vanadato livre estdo presentes. Além disso, interagdo com proteina na célula leva a
estabilizacdo do decavanadato, sugerindo que este interage com locais especificos
dentro destes (por exemplo, fosfatase alcalina, adenilato quinase, ATPases do tipo P,
ABC ATPases, F-actina, miosina ATPase e ribonuclease) protegendo as espécies
decaméricas contra a conversdo para oxovanadatos estrutural e funcionalmente
distintos (monémero, dimero ou tetramero de vanadio) (AURELIANO; OHLIN, 2014;
MARQUES et al., 2017).

Ao contrario de outros oligbmeros de vanadato, estes oligbmeros sofrem
sucessivas reagdes de protonagdo com o aumento da acidez, passando de uma carga
de -6 a -3, sendo os anions -4 e -5 as formas predominantes. Condi¢des acidas muito
fortes (ou seja, abaixo de um pH = 2) fardo com que o decavanadato seja substituido
pelas espécies catidnicas, [VO?(H204)]* (muitas vezes referido como VO2*) Por causa
da sua estequiometria altamente protonada em comparagao com outros derivados de
vanadato, o cation é frequentemente o Unico composto em uma concentragao
significativa em solugcédo sob condigbes fortemente acidas, mesmo na presenca de
ligantes de forte ligagdo. Como o vanadio possui uma alta capacidade de alterar os
estados de oxidacao ou para trocar ligantes dependendo do ambiente, as moléculas
circundantes terdo um grande impacto na passagem do vanadio através das
membranas celulares. Ha, portanto, a necessidade de desenvolver drogas a base de
vanadio contendo ligantes que protegem o composto da especiagao quimica para
conservar suas propriedades farmacolégicas e aumentar sua absorgao. A especiagao

quimica do vanadio € uma caracteristica relevante e € impactada pela presenca de
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quelantes bioldgicos ou sintéticos, ligantes biogénicos ou carreadores funcionais
(SANNA et al., 2014).

2.1.3 Transporte das especiag¢des do vanadio no sangue

Compostos de vanadio sao expostos a diversos ambientes durante a sua
administracdo antes de atingir a corrente sanguinea. Por exemplo, estes podem ser
solubilizados por surfactante pulmonar em alvéolos ou ser exposto a um ambiente
altamente acido no estbmago antes de sofrer biotransformacdo nas formas
biologicamente ativas que circulam no plasma sanguineo. Uma vez na corrente
sanguinea, as espécies de vanadio se ligam as proteinas séricas, principalmente a
transferrina e a albumina. Vanadil exibe uma forte preferéncia para se ligar ndo apenas
a proteinas, mas também com a carga negativa como moléculas de baixo peso
molecular no soro (citrato, oxalato, lactato, fosfato, glicina e histidina) (SANNA;
MICERA; GARRIBBA, 2009).

Em concentragdes biologicamente relevantes de vanadil (isto &, V4* <5 mM),
a maior parte do vanadio na corrente sanguinea esta ligada a transferrina, onde o ion
V4* se liga ao mesmo local de ligagdo que o ion Fe** (CORREIA et al., 2017). A
presenca de um sitio de ligagdo de metal na transferrina o torna um carreador de
vanadio mais eficiente do que albumina; esta bem estabelecido que o vanadio pode
deslocar 30-70% do ion de ferro original do complexo com a transferrina (KISS et al.,
1998; KISS et al., 2006; KISS et al., 2008). Curiosamente, foi demonstrado que mesmo
embora V#* exiba uma alta afinidade para o local de ligagdo do ferro da transferrina, é
o V°* a espécie capaz de se ligar a esta proteina na auséncia do anion sinérgico (por
exemplo, carbonato) que é necessario para a ligagao de ferro (HARRIS; CARRANO,
1984; COSTA-PESSOA et al.,, 2015). Ha evidéncias experimentais que indicam a
vinculagdo do ion V®* para o mesmo local de ligagédo ocupado pelo ion Fe3* (HARRIS;
CARRANO, 1984; COSTA-PESSOA et al., 2013; TRIPATHI; MANI; PAL, 2018). Além
disso, foi mostrado que os ions V°* estdo ligados a transferrina em soluges contendo
a proteina ligada ao ferro, sugerindo que V°* poderia estar localizado em um sitio de
ligacao diferente ou que ele poderia atuar como um anion sinérgico para a ligagcéo do
ferro em seu sitio de ligacao (COSTA-PESSOA et al., 2013).

Estudos realizados com a espécie VO?* identificaram na albumina um local de

ligacao de alta afinidade e pelo menos cinco sitios de ligagdo de vanadio de afinidade
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relativamente baixa (COBBINA et al., 2013; NASO et al., 2016; CORREIA et al., 2017).
Algumas espécies de vanadil com propriedades intensificadoras da insulina
apresentam uma vida relativamente longa na corrente sanguinea que se correlaciona
ao teor de vanadio no sangue com a sua ligagcédo a proteina de transporte albumina
(MAKINEN; SALEHITAZANGI, 2014). Os resultados obtidos para a interagéo de V°*-
albumina n&o sao tao claros e diretos, alguns deles sugerem que os locais de ligagao
provavelmente envolvem grupos carboxilicos de superficie em concentragdo muito
baixas (maximo 0,3-0,4%) (HEINEMANN et al., 2002) e em uma relagao V°*-albumina
de 1: 1 (CRANS; BUNCH; THEISEN, 1989).

Por ultimo, em concentragdes mais elevadas, foi demonstrado que na corrente
sanguinea V4" pode até se ligar a imunoglobulina G (SANNA; MICERA; GARRIBBA,
2011; SANNA et al., 2017) e dentro dos eritrécitos, esta ligado principalmente a
hemoglobina (DE CREMER et al., 2002; DELGADO et al., 2005; SANNA et al., 2014).

A constante de estabilidade (constante de ligagao) para a interagao entre o
VO?* e as proteinas plasmaticas esta a transferrina >> hemoglobina = imunoglobulina
G> albumina (SMITH; AINSCOUGH; BRODIE, 1995). Porém, deve-se levar em
consideragao o tipo de complexos de vanadio e seu grau de decomposigao,
saturagao, especiagao quimica e excregao para cada ligante.

Em fluidos extracelulares, vanadio, na forma de vanadato e vanadil é reduzido
ou oxidado respectivamente, dependendo da presencga de diferentes agentes redox-
ativos. No caso do vanadato, devido ao pKa em pH fisioldgico, forga ibnica, baixa
concentragdo e ligantes potenciais, o ion V°' existem no plasma sanguineo
principalmente como H2VOs e HVO4?, e ndo se espera que forme oligovanadatos
(COSTA-PESSOA et al., 2015).

Embora a quimica inorgéanica sintética tenha desenvolvido diferentes tipos de
oligovanadatos, considerando as diferentes condi¢des fisioldgicas (por exemplo,
ambiente de absor¢do, concentracédo, pH, for¢ca ibnica) é improvavel que os
oligbmeros de vanadato possam durar dentro do corpo por longos periodos com base
em sua instabilidade termodinamica. Em pH = 7, o unico vanadato de relevancia € o
composto monovanadato H2VOs; no entanto, em maiores concentragbes de
vanadato, a formag&o de tetravanadatos torna-se mais viavel (TREVINO et al., 2019).

O vanadato também pode interagir com fosfatos para formagao fosfovanadatos,
como HaVPO74"" (n pode ser 1 ou 2) em condigbes de pH = 7, onde o pKa é 7,2 dos

compostos em uma forga ibnica de 0,15 M (SELLING et al., 1994). Este composto
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fosfovanadato esta entre uma ou duas ordens de magnitude menos estavel contra a
hidrolise do que divanadato, mas seis ordens de magnitude mais estavel do que o
composto difosfato. Dadas as concentragdes relativamente altas de fosfato sérico de
2,3 mM, os fosfovanadatos provavelmente contribuem para a especiagao fisioldgica
do vanadio (BATISTA; FILHO; SERRA, 2017).

Outros ligantes, por exemplo, lactato, podem promover a formacao de
complexos de coordenagao com espécies de vanadio, mas este fenbmeno é apenas
favorecido em condigbes acidas; em pH fisioldgico a formagédo do complexo € muito
desfavoravel. Ainda assim, em condi¢cdes ligeiramente acidas, os complexos de
lactatovanadio dominantes sdo os complexos di- e tri-nucleares bis (ligante) de
composigao geral VaoLac2?™ e VsLac2®™ (YOSHIKAWA et al., 2014), onde “V” significa
o centro de 6xido ou didxido de vanadio. No pH fisiolégico (pH=7,4), o composto VLac2
€ a Unica espécie existente. Curiosamente, em condi¢cdes acidas, o sistema de
ligantes misto composto por vanadato, lactato e citrato, forma um complexo bi-nuclear
de composigao Vz2CitLac™ (n = 2 ou 3). Complexos binarios de vanadato-citrato na
faixa fisiologica de pH estdo restritos a uma espécie de composicdo V2Cit*"
(GORZSAS; ANDERSSON; PETTERSSON, 2003; REHDER, 2015).

2.1.4 Distribuicao tecidual e celular do vanadio

Uma vez na corrente sanguinea, o vanadio é distribuido e armazenado em
tecidos diferentes. O conteudo de vanadio no plasma diminui em trés fases: (i) A
primeira fase € um declinio rapido com uma meia-vida de cerca de 1 h, seguida por
uma segunda fase intermediaria em que o vanadio diminui com meia-vida de cerca de
26 h, além disso, uma terceira fase lenta em que, em média, a meia-vida € de
aproximadamente 10 dias. O conteudo de vanadio no sangue é assim, reduzido para
cerca de 30% nas primeiras 24 h, e cerca de 50% é recuperado na urina apos 12 dias.
Embora a depuragao corporal ocorra diretamente por meio da excregédo urinaria,
enquanto o vanadio permanecer na corrente sanguinea, a distribuicdo ocorre em
diferentes tecidos, como como o coragao, figado, rim, bago, cérebro, musculos, tecido
adiposo e o0ssos. Neste contexto, a analise de ativagdo de néutrons (Neutron
Activation Analysis - NAA) tem sido uma das técnicas mais importantes utilizadas para
determinar das concentragdes totais de vanadio em diferentes 6érgaos (HEINEMANN;
FICHTL; VOGT, 2003; SANNA et al., 2017).
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O maior tempo de residéncia do vanadio € nos 0ssos, onde substitui o fésforo
no mineral hidroxiapatita, Cas(PO4)30H, é superior a 1 més, o que corresponde a uma
meia-vida de 4-5 dias, por isso a estrutura 6ssea pode atuar como armazenamento
para vanadato (REHDER, 2013). As analises feitas utilizando NAA encontraram as
seguintes concentragdes de vanadio em diferentes tecidos humanos (em ng/g de peso
umido): gordura e musculo, 0,55; coragéao, 1,1; rim, 3,0; figado, 7,5; pulmao, 2,1; e
tireoide, 3,1 (MA et al., 2016; SCIBIOR et al., 2018). Estudos identificaram que o
colostro e o leite materno geralmente continham menos de 1,0 ng/g de vanadio de
peso seco (KOSTA; BYRNE; DERMELJ, 1983). Além disso, concentracbes de
vanadio no couro cabeludo de adultos saudaveis foram encontradas na faixa de 433
pg/g a 90 ng/g (ALQHAZO; RASHAID, 2018; EQANI et al., 2018). Em geral, as
evidéncias demonstraram que a maioria dos tecidos contém menos de 10 ng de
vanadio/g de peso umido (TREVINO et al., 2019).

Estudos com animais sob uma dieta de alto teor de vanadio indicam um
aumento acentuado da retencdo de metal em varios tecidos. Estudos em ratos
mostram diferengas na distribuigdo de vanadio nos érgdos entre os animais
alimentados com VOSOs4 e aqueles alimentados com outros compostos de vanadio,
sugerindo um carater distinto de longa acédo dos diferentes complexos (TREVINO et
al., 2019). Também foi mostrado que a distribuicdo entre os 6rgaos ocorre
primeiramente em tecidos que ocorre acumulo do vanadio de curta duragcédo e
posteriormente em tecidos onde ocorre acimulo de longo prazo (GORZSAS;
ANDERSSON; PETTERSSON, 2003). As analises de EPR em tempo real de espécies
de VO?* revelaram que as taxas de depuragéo do vanadio da corrente sanguinea sdo
distintas para diferentes compostos. Por exemplo, quando os ratos sédo alimentados
com o composto VOSOs4, a taxa de depuragdo do vanadio € mais rapida do que
quando expostos ao VO(5-ipa)2 ou a qualquer outro complexo de vanadil halogenado,
com uma taxa depuragao de 5 min para ratos tratados com VOSO4 e 7-30 min para
os ratos tratados com outros compostos de vanadio. A diferenca nas taxas de
eliminagdo do vanadio circulante em ratos indica uma variagdo importante na
associagao entre compostos de vanadio e os componentes do sangue, como
proteinas plasmaticas ou eritrocitos (TAKINO et al., 2001).

O ligante transportador influencia amplamente a eficacia de um composto de
vanadio por determinar seu transporte, estabilidade e biodisponibilidade para

diferentes tecidos. Particularmente, a biodisponibilidade dos compostos de vanadio é
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de extrema importancia, uma vez que esta ligada a sua eficacia terapéutica
(THOMPSON et al., 2009). Compostos de vanadio alcangam a compartimentalizagao
celular apds ocorrer o processo de reconhecimento do ligante transportador especifico
(por exemplo, transferrina, albumina, imunoglobulina G) por um receptor especifico da

superficie celular e endocitose subsequente (Figura 7).

Figura 7. Captacao de espécies de vanadio e compartimentalizagédo celular
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Lac, lactato; Cit, citrato, 1gG, imunoglobulina; MCT1 (MonoCarboxylate Transporter-1), transportador
de monocarboxilato-1; OAT (Organic Anion Transporter), transportador de ion organico;, DMT1
(Divalent Metal Transporter 1), transportador de metal divalente 1; CTP (Citrate Transport Protein),
proteina de transporte de citrato mitocondrial; DT C (Dicarboxylate Tricarboxylate Carrier), transportador
de tricarboxilato de dicarboxilato; ABC (ATP-Binding Cassette), transportadores de cassete de ligagéo
de ATP; STEAP (Six-Transmembrane Epithelial Antigen of the Prostate metaloredutase), antigeno
epitelial seis-transmembranar da prostata metaloredutase; GHS, forma reduzida da glutationa; GSSG,
forma oxidada da glutaiona.

Fonte: Adaptado de (TREVINO et al., 2019; TREVINO; DIAZ, 2020).

Bombas de proton acidificam o ambiente intra-vesicular e eventos celulares
especificos produziram mudancgas conformacionais que promovem a liberagao de
vanadio e a mobilizacao citoplasmatica, que provavelmente envolve o transportador
de metal divalente 1 (Divalent Metal Transporter-1 - DMT1) (GHIO et al., 2005). Uma
vez no citoplasma e dependendo das condigdes de pH e concentracdo de vanadio,
podem ser formados oligovanadatos. Além disso, as espécies de vanadio entram na
célula por difusédo utilizando os canais de fosfato ou sulfato, transportador de citrato,

transportador de lactato (transportador de monocarboxilato, MCT1), e o transportador
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de anions organicos. Depois da absor¢ao celular, os compostos de vanadio podem
ser novamente sujeitos a especiagado quimica e modificagdes redox, o que afetara sua
biodisponibilidade subsequente, local de interagcdo e efeitos terapéuticos ou de
toxicidade. Esses efeitos vao depender de varios fatores, como a quantidade de
absorc¢ao, o tipo do tecido corporal e a natureza do ligante transportador (se estiver
ainda presente ou néo). Em qualquer caso, a final repartigao intracelular do complexo
muito provavelmente ocorre para permitir a exibicao dos efeitos fisiolégicos do vanadio
(COSTA-PESSOA et al., 2015).

2.1.5 Interconversao entre espécies de vanadio e Equilibrio Redox Celular

A complexidade dos sistemas bioldgicos, acoplada a rica quimica do vanadio
em solugdes aquosas, torna os estudos dos compostos de vanadio em sistemas vivos
muito desafiante. Dentro dos organismos, as células s&o divididas por membranas em
diferentes organelas e vesiculas, cada compartimento tendo pH diferente dependendo
dos estados fisioldgicos, fisiopatoldgicos ou patologicos, e diferentes ligantes naturais,
portanto, diferentes habilidades para acumular vanadio. Combinando os efeitos da
arquitetura celular com o pH e concentracdo dependente dos equilibrios que
governam a quimica do vanadio, provavelmente podem resultar na formagédo de
diferentes espécies oligoméricas com estados de oxidagdo variados, cada um
encontrado em diferentes partes da célula apds administracido de um Unico composto
de vanadio. Além disso, compostos de vanadio e vanadio dentro das células podem
interagir com diferentes proteinas atuando como inibidor ou ativador (analogo) e
influenciando diferentes vias de sinalizagao. Varios estudos tém demonstrado que o
vanadio pode sofrer reagdes de especia¢do em células vivas (TREVINO et al., 2019).

O EPR e a espetroscopia de ressonancia magnética nuclear (NMR: 'V NMR)
forneceram evidéncias da presenca de formacao de tetramero de vanadato e espécies
de vanadil apés as células terem sido expostas ao vanadato monomeérico (DEGANI et
al., 1981). 'V NMR também evidenciou a formacgéo de decavanadato (V10028)®~ em
células em um pH de 6,5 na concentracdo de vanadato de 5 mM, mostrando que o
vanadio pode ser concentrado dentro das organelas celulares acidas (WILLSKY;
GOLDFINE; KOSTYNIAK, 1998). Foi demonstrado que a distribuicdo de vanadio
dentro da célula depende do composto de vanadio que € administrado, estudo

mostraram conclusivamente que estes compostos podem induzir alteracdes nas



44

atividades biolodgicas de varias enzimas, destacando sua importancia na medicina
(HAN; DING, 2013; AURELIANO; OHLIN, 2014; MARQUES et al., 2017; SANCHEZ-
LARA et al., 2018).

Muitos dos efeitos fisioldgicos benéficos ou prejudiciais do vanadato sao, pelo
menos em parte, devido as semelhangas das propriedades estruturais e quimicas
entre ortovanadato e fosfato, HxPO4®>)~. No entanto, uma grande diferenga entre
vanadio e fésforo € a facilidade com que o vanadio forma anéis de metavanadato
oligoméricos, como [V4O12]*", e clusters de polioxovanadato como [V10028]®~ (espécie
decamérica, que se arranja num acervo - o chamado cluster - de dez atomos de
vanadio com coordenagao octaédrica distorcida). Outra diferenga significativa é a
capacidade de V*° ser reduzido a V** na forma de vanadil in vivo por espécies
contendo tiol, tais como cisteina e glutationa. De fato, varias formas de vanadio que
exercem diferentes fungdes bioldgicas sofrem biotransformagdes (CRANS; BUNCH;
THEISEN, 1989; CRANS et al., 2004; AURELIANO et al., 2008; CRANS et al., 2011).
Sem duvida, o grau em que V°* pentavalente é reduzido a V#* tetravalente é um fator
importante que influencia quanto de metal/composto € transportado para dentro/fora
das células, a magnitude das reagdes envolvendo o &nion superdxido (-O%) e
peroxido de hidrogénio (H202), e os principais processos celulares que séao
potencialmente impactados por essas mudangas (COHEN et al., 2007).

Interconversao entre espécies de vanadio (principalmente V*4/\V*®> e em menor
grau em V*3) ocorre constantemente dentro das células. Estudos anteriores sugerem
fortemente que o complexo ligante-vanadio nao é estavel no corpo. Assim, o vanadio
administrado busca a especiacdo quimica necessaria para uma distribuicdo
equilibrada. Este comportamento prova que a complexacéo e especiagao do vanadio

€ um processo dindmico em um ambiente hidraulicamente instavel (Figura 8).
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Figura 8. Interconversao de espécies de vanadio, balango redox e estresse oxidativo
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Fonte: Adaptado de TREVINO et al., 2019; TREVINO; DIAZ, 2020.

Os ligantes disponiveis para complexagao com o vanadio dissociado serao
determinados pelo compartimento celular ou pelo fluido corporal na qual a dissociagao
ocorre. Portanto, entender as interagdes oxirredugao do vanadio € importante para
entender os efeitos terapéuticos. Os compostos redutores celulares naturais glutationa
(GSH) e acido ascorbico interagem e reduzem prontamente o vanadio de V*° para V*4.
Em regides com deplegao de oxigénio, a redugao sera completa, mas na presencga de
oxigénio, um equilibrio redox sera estabelecido (BARAN, 2000). O sistema GSH faz
parte do ciclo do tiol em células de mamiferos que podem transduzir a sinalizagao
redox do estresse oxidativo na indugdo de muitos genes envolvidos na proliferagéo,
diferenciacao e apoptose (BISWAS; CHIDA; RAHMAN, 2006).

Embora a GSH seja um agente redutor bastante ineficaz, as interacdes redox
estabilizam o estado de oxidagdo do vanadio através da complexacdo com a GSH
oxidada (GSSG). Um alto excesso intracelular de GSH aumenta a possibilidade da
formacdo VO?* e sua complexagcdo com GSH ou GSSG. Ambos GSH e GSSG
demonstraram ser razoavelmente potentes ligantes do VO*? (COSTA PESSOA et al.,

2002; CAKIR; YILDIZ, 2013). Outros agentes redutores eficazes, como NAD*/NADH,
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NADP*/NADPH, FAD*/FADH, ou ascorbato, podem interconverter V°* e V4, bem
como espécies V3* (REHDER, 2013; BASU et al., 2017).

O oxigénio reativo e a degradagao hidrolitica do VO?* pode ser responsavel
pela reoxidagdo a vanadato. O potencial redox para o par H2VO4/VO*2 em pH 7 é
-0,34 V, que é comparavel a -0,32 V para o NAD*/NADH. Vanadil também
demonstrou estimular a oxidagdo do NADH por uma rapida fase que envolve a
produgdo de vanadato seguida da produgdo de H202 e (0O%") (WILLSKY; GOLDFINE;
KOSTYNIAK, 1998; SANNA et al., 2016).

O mecanismo quimico da reacao de oxidagcao do NADPH é consequéncia da
estimulag&o do vanadato que gera um sistema em cadeia de radicais livres, no qual é
gerado aumento de O2™ (ISLAM et al., 2007). O decavanadato tem mostrado uma
atividade estimuladora mais potente da oxidacao do NADH dependente de vanadato
do que o ortovanadato (RAMASARMA; RAO, 2006). A atividade redutase do
decavanadate esta ligada a atividade alternativa de uma isocitrato desidrogenase
especifica de NADP (RAO; RAMASARMA, 2000). O papel desta interessante reagéo
de oxidagcdo do NADPH estimulada por vanadato e dependentes da membrana
plasmatica no metabolismo celular precisa ser elucidado, embora multiplas interagdes
com componentes do metabolismo celular sejam possiveis, incluindo interagées com
xantina oxidase e peroxidacao lipidica (ABDELHAMID et al., 2010).

Também foi mostrado que o decavanadato aumenta a redugao do citocromo
¢ (RAMASARMA; RAO, 2006) e a liberacdo do citocromo ¢ da mitocondria esta
associada ao inicio da apoptose (TRACEY; WILLSKY; TAKEUCHI, 2007). Contudo,
esses autores também mostraram uma dependéncia da concentracido, especiacao
celular, bem como do nivel de defesa antioxidante ou mesmo de outros sistemas de
protecao celular.

A quimica aquosa do vanadio permite que o vanadio participe de reagoes
redox celulares envolvendo espécies reativas de oxigénio (ERO) e de nitrogénio
(ERN). Em diferentes sistemas, o vanadio estimula a formacao de 6xido nitrico ou
inibe a estimulagao de 6xido nitrico por efetores celulares. O efeito final do aumento
de ERO e ERN nas membranas celulares que sdo muito sensiveis a oxidacéo € a
lipoperoxidagcdo (TRACEY; WILLSKY; TAKEUCHI, 2007). Reagdes de peroxidagao
lipidica correlacionam-se com uma diminuigao no potencial redox V4*/VV®* e ocorre sem
formagao de radicais. Os compostos de vanadio podem formar um complexo vanadio-

superoxido que atua como uma espécie oxidante ativa ou se decompde para formar
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radicais hidroxila, que séo iniciadores conhecidos da peroxidacgao lipidica. A exposi¢cao
aguda e cronica a compostos de vanadio causam oxidagao dos acidos graxos dos
lipidios tanto em eritrécitos humanos como animais (SCIBIOR et al., 2018). Nos
leucdcitos, o vanadio se correlaciona com a formacado das ERO e depende da
atividade dos canais de calcio (HUANG, C. et al., 2001). Neutrofilos ativados com
espécies de vanadio (V4*) mostraram aumento da capacidade de formagéo de radicais
hidroxila e atenuacdo da atividade da mieloperoxidase, enquanto as espécies com
estado de oxidagdo +5 ndo mostraram esses efeitos (FICKL et al., 2006). Ha
evidéncias que suportam uma ligacao entre o vanadio e a via de sinalizagao do 6xido
nitrico. Formagao de radicais apds a adigdo de sulfato de vanadil em pulmdes
perfundidos isolados induziu constricdo das artérias pulmonares acompanhadas por

aumento da quantidade de 6xido nitrico via proteina quinase C (LI et al., 2004).

2.1.6 Interagao entre o vanadio e proteinas intracelulares

Vanadio exibe alta afinidade para proteinas contendo ferro e, portanto, uma
interacdo direta com a proteina intracelular ferritina, que tem alta capacidade de
armazenamento de ferro, tem sido sugerido. Usando espectroscopia do tipo EPR, as
espécies V* e V4 foram detectadas em ratos alimentados sob dietas ricas em
vanadio, particularmente nas proteinas de ferritina no figado, rim e bago (TRIPATHI;
MANI; PAL, 2018).

ATPases sao enzimas que catalisam a hidrélise de ligagdes fosfato-anidrido
com muitas fungdes bioldgicas, nomeadamente no metabolismo da energia celular.
Uma ampla gama de afinidades para o vanadato séo observadas dependendo do tipo
de ATPases (AURELIANO et al.,, 2008; RAMOS; MOURA; AURELIANO, 2012;
MARQUES et al., 2017; TRIPATHI; MANI; PAL, 2018). O efeito inibitério do vanadato
em algumas ATPases pode variar daqueles correspondentes para constantes de
inibicdo para as Na*-K*-ATPases, que é fortemente inibida pelo vanadato com uma
constante de associagdo de 2,4x108 M~' (CANTLEY et al., 1977). O efeito inibitério do
vanadio também foi observado em bombas de ions, como a H*/K*-ATPase ou Ca?*-
ATPase. Curiosamente, decavanadato [V1002s]®- € um inibidor mais potente da Ca?*-
ATPase do que o vanadato monomérico. Aparentemente a oxidagdo de um residuo
de cisteina através da reducdo do vanadato € o mecanismo de inibicdo do
decavanadato para a Ca?*-ATPase (FRAQUEZA et al., 2012).
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A maior parte dos estudos até agora com vanadio e metaloproteinas foram
direcionados para a explorar a semelhanga entre os grupos fosfato e vanadato. A
inibicao e estimulacédo das enzimas metabolizadoras de fosfato sdo comumente, e de
forma convincente, rastreadas até o que é denominado “o antagonismo vanadato-
fosfato”, devido ao comportamento fisiologico similar dos dois anions. Em termos
gerais, os grupos vanadato e fosfato sao de fato muito semelhantes entre si: com uma
morfologia tetraédrica e distribuicdo de carga da camada externa quase esférica. A
carga ionica liquida das principais espécies presentes em pH 7 €, no entanto,
diferente, — 2 no caso de fosfato e — 1 no caso do vanadato, e isso pode resultar em
interagdes distintas com os grupos eletrofilicos (receptores de elétrons). Existem
outras diferengas importantes, que sio, pelo menos em parte, responsaveis pelo
efeito inibitério do vanadato das enzimas metabolizadoras de fosfato. A principal
diferenca esta na suscetibilidade do vanadato a redugcdo (um elétron) como
consequéncia da presenca de orbitais d de baixa energia no estado fundamental e
nimeros de coordenagdo maiores que 4, geralmente 5 e 6 (TREVINO et al., 2019).

Isso tem como consequéncia gerar cinco ou seis anions de coordenagéo, a
fixagao do vanadato por coordenacgao para grupos funcionais fornecidos pelas cadeias
laterais dos aminoacidos das proteinas (TURNER et al., 2012). Estruturalmente, o
vanadato pode ser um concorrente pelos sitios comumente ocupados pelo fosfato
(GOTTESMAN; MUSTAEV, 2018).

No entanto, devido aos diferentes pKa, em pH e forgas ibnicas fisiologicas, o
vanadato esta presente principalmente como H2VO4~ ou HVO4%~, dependendo do pH
(6,8-7,4), enquanto HPO4?~ e H2PO* s&o as formas favorecidas do fosfato, que
existem em quantidades aproximadamente iguais na mesma faixa de pH. Quinases e
fosfatases sdo enzimas que realizam a adicdo ou remogao de um grupo fosfato,
respectivamente. Essas enzimas modulam as vias de sinalizagdo intracelular
desencadeando uma cascata de diferentes efeitos fisiologicos. Em sistemas
bioldgicos, o nivel de fosforilagdo nas proteinas funciona como um equilibrio resultante
da acao de quinases e fosfatases. Assim, ambos os tipos de enzimas tém papéis
importantes na regulacgéo dos processos celulares (TREVINO et al., 2019).

As fosfatases catalisam a hidrolise de ésteres de fosfato e podem ser
classificadas em dois grupos: proteinas fosfoserina/treonina (Protein Serine/threonine
Phosphatase - PSPases) e proteinas fosfotirosina (Protein Tyrosine Phosphatase -

PTPases), dependendo da identidade do residuo de aminoacido no sitio catalitico.
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Essas enzimas sao inibidas pelo vanadato, que muitas vezes é considerado como um
analogo de estado de transi¢cdo (Transition State Analog - TSA) das reagdes
catalisadas pelas fosfatase (PAL et al., 2018).

Vanadato n&do € um inibidor especifico de todas as fosfatases, mas pode ser
um potente inibidor da atividade, porque pode mimetizar o estado de transi¢cao
pentacoordenado do fosfato formado durante o ciclo catalitico fosfatase. Vanadato
também pode causar oxidagao da cisteina no sitio ativo, afetando assim a funcao de
varias PTPases que requerem agentes redutores de tiol para uma atividade ideal
(IRVING; STOKER, 2017). Particularmente, a proteina tirosina fosfatase 1B (Protein
Tyrosine Phosphatese 1B - PTP1B), uma enzima chave na via de sinalizagéo da
insulina, possui dois TSA relevantes, um sitio de tirosina onde o vanadato se liga ao
sitio ativo de forma semelhante que os substratos de tirosina fosforilados (DAVIES;
HOL, 2004) e de cisteina (BRANDAO et al., 2009). A inibicdo da PTP1B pelo vanadato
foi demonstrado em estudos in vitro e in vivo utilizando principalmente sulfato de
vanadil ou bis(maltolato) oxovanadio('V) (BMOV). Independentemente da natureza da
espécie de vanadio administrado, o mesmo composto com vanadato incorporado foi
obtido, o que demonstra adequadamente que a espécie ativa € o ion vanadato,
formado pela eliminagdo dos ligantes e a oxidagdo de V4 a V5. O local de
coordenagao preferida do vanadio depende do pH. Assim, a preferéncia local de
ligagdo com fosfatase em um ambiente acido € através do residuo de histidina,
enquanto em condi¢cbdes alcalinas, a coordenagao ocorre através do residuo de
cisteina (SANCHEZ-LOMBARDO et al., 2015).

A inibicdo ou ativagdo de algumas fosfatases ocorre pela formagédo de
compostos analogos aos ésteres de fosfato como no caso dos ésteres de vanadato.
Os ésteres de vanadato sao facilmente formados em solugdes aquosas. No entanto,
nao sao espécies particularmente estaveis nestas condi¢gdes, uma vez que além de
nao serem facilmente hidrolisados, também apresentam constantes de formacao na
ordem de 10'-1 M. A posigédo desses equilibrios depende das concentragbes do
vanadato, forca iénica e pH (TREVINO; DIAZ, 2020).

Outro importante grupo de enzimas onde os efeitos do vanadio tém sido
extensivamente investigados s&o as quinases, que sao responsaveis pela
transferéncia de um grupo fosfato. Estudos relataram a formagdo de complexo de
vanadato e quinases envolvidas na regulagdo do ciclo celular impactando o

crescimento celular, sobrevivéncia e metabolismo (ZHANG et al., 2003; FU et al.,
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2008; LIU et al., 2012). Outros estudos mostraram que compostos de vanadio
estimulam quinases nas vias de transducdo de sinal utilizadas pela insulina
adicionalmente as do receptor de insulina e do substrato 1 do receptor de insulina
(Insulin Receptor Substrate 1 - IRS-1), e secundariamente, as vias fosfatidilinositol 3-
quinase (Phospholnosidide 3 Kinase - P13K), Akt ou proteina quinase B (v-akt murine
thymoma viral oncogene homolog — Akt ou Protein Kinase B — PKB), proteinas
quinases ativadas por mitdogenos (Mitogen Activated Protein Kinases - MAPK
(principalmente, vias Extracellular signal-Regulated Kinases - ERK) juntamente com a
ativagao das quinases S6, desempenhando um papel antidiabético e antilipolitico, com
concomitantes efeitos semelhantes a insulina (MUKHERJEE et al., 2017; NIU; YANG,;
YANG, 2017; ZHANG et al., 2017).

O vanadato também estimula a fosforilacdo de IRS-1, a atividade de PI3K, a
via de sinalizagdo ERK e as quinases p70s6k e p90rsk independentemente da
fosforilagao dos residuos de tirosina do receptor da insulina, que por sua vez fosforilam
e regulam a atividade de varios fatores de transcricdo relacionados com proliferagao
celular e sintese de glicogénio. Além disso, a ativagdo das vias de sinalizagao de virus
do sarcoma de rato-proteinas quinases ativadas por mitdbgenos (rat sarcoma virus-
Mitogen Activated Protein Kinases: ras-MAPK) pelo composto VOSO4 parece
depender da atividade de PI3K (PANDEY, S. K.; CHIASSON; SRIVASTAVA, 1995).
O vanadato também pode causar alguns dos efeitos semelhantes a insulina através
da ativagdo de uma quinase citosolica (Adipocytic-Cytosolic non-receptor Protein
Tyrosine Kinase - CytPTK) que estimula a lipogénese e a oxidagao da glicose (através
da glicolise e da via das pentoses fosfato) (ZHANG et al., 2017).

A oxidacgao de V#* para V5* promove a geragdo do composto pervanadato (os
complexos de vanadato com peroxido de hidrogénio) como um intermediario que
desencadeia a captagao de glicose pelo aumento da autofosforilagdo do receptor de
insulina evitando sua desfosforilagdo. As espécies pervanadato também atuam como
potenciadores da insulina, porque tém a capacidade unica de aumentar
marcadamente a resposta celular maxima a estimulagdo do transporte de glicose

alcancado em concentragdo saturagdo de insulina (CARPENE et al., 2017).
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2.2 Atuacao do vanadio na terapia do DM

As terapias a base de metais possuem boas perspectivas para o tratamento
medicamentoso do DM. Em 1899 houve o registro do uso do vanadio no DM, quando
o vanadato de sodio (NaVOs) foi administrado por via oral para melhorar a
hiperglicemia causada pelo diabetes e apresentou resultados satisfatérios
(LYONNET; MARTZ; MARTIN, 1899).

Inclusive, o conhecimento dos efeitos do vanadio ocorreu antes mesmo da
descoberta da insulina e de seu uso clinico por Banting e Macleod, em 1921. Mas,
quase 100 anos depois do primeiro estudo publicado, o interesse no vanadio ressurgiu
quando um outro grupo de pesquisadores demonstraram in vivo o efeito redutor de
glicemia dos compostos de vanadio administrados oralmente em ratos com diabetes
induzida com STZ (HEYLIGER; TAHILIANI; MCNEILL, 1985).

Porém, com o desenvolvimento da pesquisa ao longo dos anos, identificou-se
que a absorcdo de elementos em suas formas inorganicas é baixa e, entdo, altas
doses se fazem necessarias, podendo ocasionar o desenvolvimento de efeitos
colaterais indesejaveis (BAGCHI; MUKHERJEE; RAHA, 2015). Em 1980 foi proposta
a primeira modificacdo do nucleo de vanadio, ainda que nao testada biologicamente,
mas visando melhorar a distribuicdo bioldgica e sua tolerabilidade (EJELONU, 1980),
assim, surge a perspectiva de utilizagdo dos complexos de vanadio com ligantes
organicos visando obter maior eficiéncia, seguranga e menores efeitos colaterais no
tratamento de DM (SRIVASTAVA; MEHDI, 2004).

2.2.1 Determinantes fisioldgicos das agao/efeitos antidiabéticos do Vanadio no DM1

Notavelmente, elementos importantes no mecanismo do vanadio associados
com a regulacao da glicose sédo a recuperagao da sintese de glicogénio, aumento da
absorgao e utilizagao da glicose. Modelos de DM1 tratados com vanadio tém mostrado
aumento de glicogénio muscular e cardiaco. Fato que sugere melhora na via de
sinalizagdo da insulina associada ao restabelecimento da expressdo de GLUT-4.
Contudo, a dose terapéutica deve ser controlada com precisaio (MOHAMMAD;
SHARMA; MCNEILL, 2002; HIROMURA et al., 2007).

Estudos em ratos diabéticos induzidos por STZ tratados oralmente com

compostos de coordenagéo de vanadio (isto é, clorodipicolinato llI-, IV- e V (Vdipic-
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Cl)) ou sais inorgénicos de vanadio (ou seja, sulfato de vanadil ou metavanadato de
sédio) através da ingestdo de agua durante 28 dias mostrou melhora significativa da
hiperglicemia e intolerancia a glicose. Os animais também mostraram aumento da
sintese de glicogénio hepatico e niveis de mRNA restaurado das enzimas glicoliticas
no figado, como fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PhosphoEnol-Pyruvate
CarboxyKinase - PEPCK), glucoquinase (Glucokinase: GK) e L piruvato quinase (L-
Pyruvate Kinase: L-PK), que sdo frequentemente alteradas em animais diabéticos.
Embora ambos os tipos de sais e compostos de vanadio tenham provocado efeitos
antidiabéticos, os melhores resultados foram observados em ratos administrados com
Vdipic-Cl (XIE et al., 2014).

2.2.2 Determinantes fisioldgicos das agao/efeitos antidiabéticos do Vanadio no DM2

Em modelos de diabetes tipo 2 (por exemplo, camundongos db/db - delegao no
par de genes que codifica o receptor da leptina, ratos alimentados com sacarose, ratos
Zucker falfa - delecdo no par de genes que codifica o receptor da leptina), a
administracao de sais de vanadio e compostos de vanadio normaliza a atividade da
enzima glicogénio sintase, enquanto nos controles n&do diabéticos, ndo foram
observadas alteragcdes nas atividades enzimaticas (PILLAI; SUBRAMANIAN;
KANDASWAMY, 2013). Por outro lado, em camundongos geneticamente modificados
(ob/ob - delegao no par de genes que codifica a leptina), a atividade do glicogénio
hepatico e da enzima glicogénio sintase nao foi restaurada, apesar da normalizagéo
da concentragédo sérica de glicose, o que sugere fortemente que tratamento com
vanadio neste modelo particular favorece a lipogénese de novo devido a um aumento
no peso corporal (NIU et al., 2007). Neste contexto, tratamento com BMOV durante 7
semanas em ratos diabéticos induzido por STZ falhou em melhorar a ativacdo do
glicogénio sintase estimulada pela insulina no musculo esquelético na linhagem
celular, bem como no tratamento em ratos Zucker fa/fa (SEMIZ; MCNEILL, 2002).
Tratamento durante 4 e 8 semanas com o composto metformina-descavanadato em
ratos diabéticos induzido por aloxana ndo mostraram melhora significativa na
concentragcao de glicogénio, enquanto o tratamento semelhante em ratos diabéticos
induzida por uma dieta hipercalérica mostrou melhora na concentragao de glicogénio
no figado, musculo e cortex renal (mas n&o no coragéo e na medula renal) (TREVINO
et al., 2016).
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Experimentos em cultivo celular usando diafragma de camundongo,
hepatdcitos de rato, diafragma de rato, adipdcitos de rato, células de ovario de hamster
chinés superexpressando o receptor de insulina (Chinese Hamster Ovary cells
overexpressing Insulin Receptor: CHO-HIR) e adipécitos 3T3-L1 mostraram que a
adigcdo de sais e compostos de vanadio também aumenta a sintese de glicogénio
(PANDEY; CHIASSON; SRIVASTAVA, 1995; BOSE et al., 2007; KORBECKI et al.,
2012; GALLARDO-VERA et al., 2018; JHANG et al., 2018).

Em humanos, tratamento com sulfato de vanadil (150 mg/dia por 6 semanas)
causou um aumento de 1,5 vezes da velocidade de reagao fracional da glicogénio
sintase, mas nao alterou a atividade da glicogénio sintase basal e estimulada por
insulina, o que sugere que o vanadio pode ativar as quinases envolvidas na sintese
de glicogénio sem a necessidade de estimulo insulinico (GOLDFINE et al., 2000). Em
adicdo a acgao estimulatéria na captacao e utilizagao da glicose, a supressao da
produgao hepatica de glicose induzida por vanadio também melhora a homeostase da
glicose. O tratamento com vanadio diminui a superexpressao de PEPCK e glicose-6-
fosfatase (Glucose-6-Phosphatase: G6Pase), as principais enzimas gliconeogénicas
(METELO et al., 2012; OLIVERI et al., 2012).

Portanto, tanto em animais diabéticos quanto em humanos, a administragao
de vanadio diminui a producéo hepatica de glicose (BALICI et al., 2015; CONG et al.,
2016), embora ainda existam discrepancias a esse respeito (GOLDFINE et al., 2000;
CUSI et al., 2010; AHMADI-ESLAMLOO; MOOSAVI; DEHGHANI, 2017).

Tratamentos com vanadio também foram associados ao aumento da glicélise
e da oxidagado da glicose como observado em tecido adiposo de rato isolado e
linhagem celular hepatica HepG2 (KORBECKI et al., 2012; LEVINA et al., 2014; XIE
et al., 2014). Esses efeitos sao atribuidos a estimulacao seletiva da pentose fosfato e
producao concomitante de frutose-2,6-bifosfato (Fructose-2,6-bisphosphate: Fru-2,6-
P2), o principal metabdlito regulador desta via. O efeito do vanadato nas
concentragbes da Fru-2,6-P2 foram tempo de dose dependentes (TREBERG;
STACEY; DRIEDZIC, 2012). Da mesma forma, o vanadato ndo modifica as atividades
das enzimas 6-fosfofruto-2-quinase e piruvato quinase e neutraliza a inativacao
dessas enzimas induzida pelo glucagon. Por ultimo, o vanadato pode aumentar a
producéo de lactato e CO2 em hepatdcitos de ratos diabéticos induzidos por STZ;

portanto, comportando-se como um efetor glicolitico nessas células, esse efeito pode



54

estar relacionado a sua capacidade para normalizar as concentracdes plasmaticas de
glicose em animais diabéticos (NILSSON et al., 2009).

A lipogénese de novo € uma via natural para o controle das concentragdes de
glicose, estimulando a biossintese de triglicerideos no figado, que € dependente de
uma correta sinalizagdo da insulina no metabolismo lipogénico. No entanto, na RI,
obesidade, dislipidemia e DM, a hipertrigliceridemia e a quebra do equilibrio entre
lipogénese e lipdlise tém sido observada como um fator comum. A lipdlise em tecido
adiposo isolado foi normalizada em animais diabéticos tratados com vanadil (ESBAK
et al., 2009). Por outro lado, nos modelos DM2 geneticamente modificados, o vanadio
demonstrou resultados inconsistentes, provavelmente ligados ao background
genético. Alguns estudos que avaliaram as propriedades antidiabéticas e efeito
antilipolitico dos compostos de vanadio mostraram que as concentragdes de acidos
graxos livres (AGL) nao se alteraram (RANGEL et al., 2009; YOSHIKAWA et al.,
2014). Contudo, foi demonstrado que a administragdo de decavanadato melhora a
regulacdo lipidica. Um sal conjugado de benzilamina e decavanadato
(C7H10N)s[V10028]-2H20 ou BsV10) normalizou a concentragao plasmatica de acidos
graxos nao esterificados apés uma administragao crénica em ratos ou camundongos
com modelos de diabetes grave (KORBECKI et al., 2012).

Além disso, as supostas ac¢des antilipoliticas de BsV10 em adipocitos murinos
e humanos testados com doses crescentes de 0,1 a 100 ymol/L na quebra dos
triglicerideos (lipdlise liberando AGL e glicerol) demonstrou sua eficiente atividade
antilipolitica. Atividade hipolipemiante e de regulagdo metabdlica da combinacao da
metformina com decavanadato (HzMetf)3[V1002¢]:8H20 ou MetfDeca) também foi
observada em modelos animais que requerem insulina e que nao requerem insulina
(TREVINO et al., 2016). O comportamento do metabolismo lipidico sugeriu uma
melhora nos tecidos, especificamente sobre modo de obtengao de energia porque as
taxas de sintese hepatica de triglicerideos a partir da esterificagdo de acidos graxos
sdo dependentes do fluxo de substrato e independente das concentragdes
plasmaticas de insulina. Assim, quando os AGL séricos diminuem o figado perde o
fluxo de matéria prima para construir triglicerideos, sugerindo fortemente que o
MetfDeca induziu a queima lipidica, no modelo DM2 (VATNER et al., 2015; ZAFAR et
al., 2018). Além disso, metavanadato de sodio e sulfato de vanadil diminuiram as
concentragbes plasmaticos de colesterol em humanos sem alteracdo das

concentragdes plasmaticos acidos graxos livres ou das fragdes de triglicerideos
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(GOLDFINE et al., 2000; CUSI et al, 2010; AHMADI-ESLAMLOO; MOOSAVI;
DEHGHANI, 2017). O vanadato também demonstrou reduzir as concentracdes
plasmaticos de colesterol total e livre em individuos normais, o que pode ser devido a
inibicdo das etapas envolvidas na biossintese do colesterol (FRANCIK et al., 2017).
Em hepatocitos (ZARQAMI et al., 2018) e adipdcitos isolados (GHIO et al., 2005), o
metabolismo lipidico foi modulado por metavanadato de soédio, estimulando a

lipogénese e suprimindo atividade lipolitica.

2.3 Vanadio e a sinalizag&o da insulina no DM

Uma das cascatas de sinalizagdo mais estudadas ligadas a compostos de
vanadio sdo as via ativadas por insulina associadas a inibicdo das fosfatases,
principalmente PTPases. Em individuos saudaveis, o receptor e substratos
especificos de resposta a insulina sao fosforilados apés a ligagao a insulina, mas no
DM (tipo 1 ou tipo 2), ha uma resposta insuficiente ou anémala dos receptores
celulares de insulina e, portanto, as cascatas de transdugdo de sinal. A nivel
molecular, a maioria dos efeitos observados na presenga de vanadio ocorre através
da fosforilagdo do IRS-1 devido a potente propriedade inibitéria das PTPases dos sais
de vanadio (Figura 9) (BRANDAO; HENGGE; JOHNSON, 2010; SKALNY et al., 2017).
Um dos principais alvos intracelulares do vanadio é a PTP1B, que regula o processo
de fosforilagdo entre o receptor de insulina e seu substrato IRS. Inibigdo da atividade
de PTP1B permite que o receptor de insulina permanega ativado, ou seja, retenha a
fosforilagao da tirosina da subunidade B do receptor (PETERSEN; SHULMAN, 2018).
Por isso, tem sido sugerido que ao prevenir a desfosforilagcdo da subunidade 3 do
receptor de insulina o vanadio pode melhorar a atividade da proteina tirosina quinase

(Protein Tyrosine Kinase: PTK) do receptor de insulina.
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Figura 9. Mecanismo de resisténcia a insulina (RI) e locais potenciais da atividade do vanadio

Receplor de insulmna

Allvacan da
gliceneoginesos

Sinalzacia

i Colesteral
I Triglicerideos

ﬁ. ‘,i IApunpnpmuim

| FFA |

Resposts inflamsicria

i
werres l FATP/CD3S

Modelo esquematico das vias de sinalizacao da insulina. A fosforilagdo do receptor de insulina produz
uma cascata de sinalizagdo a jusante que gera a sintese de glicogénio com inibicdo da glicogendlise e
da gliconeogénese, que melhora a glicdlise e regula a lipogénese e a lipdlise. Da mesma forma, a
sinalizacdo da insulina inibe a apoptose e coordena o ciclo celular, proliferagdo, sobrevivéncia,
crescimento, diferenciagdo e motilidade. A acdo da insulina envolve uma série de cascatas de
sinalizagao iniciadas por ligacao da insulina ao seu receptor, induzindo a autofosforilagdo do receptor
e ativagdo da tirosina quinase do receptor, resultando na fosforilagdo do substrato do receptor de
insulina. A fosforilacao de IRS leva a ativagao da fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) (lado direito) e a
ativacdo da via de sinalizagcdo MAPK (Ras-Raf-MEK/MAPK) (lado esquerdo). Lado direito: A via PI3K
é responsavel pela maioria dos efeitos metabdlicos da insulina e esta conectada exclusivamente pelo
IRS. Por outro lado, a via MAPK emanada tanto da IRS e como da proteina homologa ao colageno com
dominio SH2 (SHC) e esta envolvida na regulagcado da expressao génica e, em cooperagdo com a via
PI3K, no controle do crescimento (“mitogénese”) e diferenciacao celular. A ativagédo da via PI3K leva a
ativacdo das isoformas de Akt/PKB pela proteina quinase dependente de fosfoinositideo (PDK) que é
ativada ao se ligar ao fosfatidilinositol trifosfato (Phosphatidylinositol 3,4,5-Trisphosphate - PIP3). Os
substratos criticos a jusante de Akt s&o o alvo da rapamicina em mamiferos (mammalian Target Of
Rapamycin - mTOR), que participa da regulagdo da sintese de proteinas. A sintese de glicogénio &
regulada pela enzima glicogénio sintase quinase 3 (Glycogen Synthase Kinase 3 - GSK3), que ¢é inibida
pela fosforilagao de Akt/PKB), que por sua vez ativa a glicogénio sintase. A proteina contendo a caixa
forkhead, subfamilia O (Forkhead box transcription factor class O - FoxQO) de fatores de transcrigao,
particularmente FoxO1 esta envolvida na regulagdo de genes gliconeogénicos e adipogénicos. FoxO1
€ um fator de transcrigdo que se transloca para o nucleo na auséncia de um sinal de insulina e estimula
a expressao de genes, como o fosfoenolpiruvato carboxiquinase (Phosphoenolpyruvate Carboxykinase
- PEPCK), que é uma enzima chave da gliconeogénese, e ciclina G2, uma ciclina atipica que bloqueia
o ciclo celular e € inibida por insulina, e parece desempenhar um papel crucial na mitogénese induzida
por insulina. O substrato Akt de 160 kDa (Akt Substrate of 160 kDa - AS160), envolvido no transporte
de glicose, promove a translocagéo do transportador de glicose 4 (GLUT4) das vesiculas intracelulares
para a membrana plasmatica no musculo e tecido adiposo. Finalmente, Akt também ativa proteinas de
ligacdo a elementos reguladores de esterois (Sterol Regulatory Element-Binding Proteins - SREBPS).
Estes s&o fatores de transcricao que se ligam ao elemento regulador de esterol na sequéncia de DNA,;
em particular, a regulagao da transcricdo mediada pela insulina onde SREBP-1c¢ atua em cooperagao
com o receptor hepatico X para induzir a lipogénese. Lado esquerdo: apds a fosforilagdo de IRS é
formado o complexo Shc/Grb2/SOS. Ras interage com SOS e a converte para sua conformacao ativa
trocando GDP por GTP. Ras ativa pode entdo recrutar Raf para a membrana celular e iniciar a
fosforilagdo sequencial da cascata de sinalizacdo Raf/MEK/ERK. ERK ativado fosforila SOS, desmonta
o complexo Grb2-SOS, e desativa Ras. Essa inibigdo por retroalimentacdo pode explicar as diferentes
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respostas da via MAPK. Em resposta a diferentes fatores de crescimento, a cascata MAPK de proteinas
de sinalizacdo controla diversas fungdes celulares, como crescimento, diferenciacdo, apoptose e
proliferagéo. O tipo de resposta biolégica exercida pela via MAPK depende do tipo de célula, amplitude
e duracao do estimulo externo. ERK 1-2 fosforilada transloca para o nucleo se o sinal for de duragéo
suficiente, onde fosforila uma variedade de fatores de transcrigcdo e proteinas quinases ativadas por
mitdgeno e por estresse. A terminagao do sinal € mediada pela internalizagao da insulina ligada ao seu
receptor; no entanto, a transdugéo de sinal do receptor continua até ser interrompida pelas fosfatases,
e pode ser essencial para a ativagdo Shc da cascata Ras-ERK. Contudo, a ERK superexpressa
prejudica a sinaliza¢do da insulina e induz a Rl. Em altas concentragdes de insulina e fator crescimento
de insulina, AKT ativa fosforila RAF no residuo de serina 259 e, portanto, suprime a atividade da via de
sinalizagdo RAF-MEK-ERK. Portanto, essas vias tém sido um alvo frequente para o tratamento de
diabetes e cancer. O receptor de insulina é desfosforilado e inativado por proteina tirosina fosfatases
(PTPs), como a proteina tirosina fosfatase 1B (Protein Tyrosine Phosphatese 1B - PTP1B), que é a
fosfatase mais importante que exerce efeitos negativos na agdo da insulina e no metabolismo da
glicose. O nivel de atividade do receptor de insulina ndo é determinado apenas pela presenca de
insulina, mas também pelo estado de fosforilagao do receptor. A fosfatase, PTP-1B uma regulacao
negativa significativa na atividade do receptor de insulina. Alguns estudos mostram que camundongos
nocautedos para PTP-1B nado desenvolvem obesidade ou RI se alimentados com uma dieta rica em
gordura. Além disso, a fosfatase homéloga a tensina (Phosphatase and Tensin homolog - PTEN), uma
fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato 3-fosfatase, serve como uma importante moduladora negativo para a
via de sinalizac&o da insulina pela hidrélise do PIPs a PIP2, antagonizando a via PI3K.

O vanadio esta ligado a via de sinalizacdo da insulina, em trés vertentes especificas, no qual a primeira
€ atuagdo na PTP1B, que regula a fosforilagdo do receptor de insulina e IRS, a inibicdo da
desfosforilagdo do receptor e de IRS, permite que a transdugéo de sinal continue; na segunda o vanadio
atua principalmente na PTEN, ativando PI3K, uma fosfatase lipidica, que quando inibida impede a
desfosforilagdo de PIPs; por fim, a terceira esta associado a ativagdo das MAPK regulada por ERK1 e
ERK2, que regula a proliferagéo, sobrevivéncia, crescimento, diferenciagdo e motilidade celular, bem
como a sintese de proteinas e lipidios (TREVINO; DIAZ, 2020).

As setas vermelhas tracejadas indicam mudangas na sequéncia das fosforilagbes na cascata da
sinalizagao da insulina. As linhas sélidas vermelhas implicam inibicdo da sinalizagéo ou agbes. Cruzes
vermelhas indicam perda de agdo. As caixas roxas representam a ativagédo da gliconeogénese. Caixas
amarelas representam a absor¢do de acidos graxos livres. As caixas azuis indicam estimulagao
excessiva de SREBP1c. As caixas laranja representam o caminho MAPK. As caixas vermelhas sao
fosfatases criticas. As caixas azuis mostram os caminhos da inflamagao. Caixas pretas com V amarelo
sao pontos criticos ou locais potenciais da atividade do vanadio.

Abreviagdes: Ras, Rat Sarcoma virus oncogenes; Raf, Rapidly Accelerated Fibrosarcoma; MEK,
quinase ativada por mitégenos (MAP or ERK Kinase), MAPK, proteina quinase ativada por mitégeno
(Mitogen Activated Protein Kinases); Grb2, proteina 2 ligada ao receptor de fator de crescimento
(Growth factor Receptor Bound protein 2); SOS, Son Of Sevenless homolog 1.

Fonte: Adaptado de TREVINO et al., 2019; TREVINO; DIAZ, 2020.

Também foi proposto que o tratamento com vanadio modula as vias MAPK
(Figura 9). Pandey e colaboradores (2019) demonstraram que o tratamento com
sulfato de vanadil resultou em um aumento do nivel de fosforilagdo da tirosina de ERK
1/2, estimulagdo da quinase ativada por mitdégenos (MAP ou ERK Kinase: MEK) e
atividades de proteinas quinases especificas de serina/treonina que estao
relacionadas a oncogenes retrovirais (Cellular Rapidly Accelerated Fibrosarcoma 1:
C-raf-1), e ativacéo da proteina de 21 kD codificada por oncogens ras (21-kD proteina
codificada de sarcoma virus oncogenes de ratos: p21ras) e proteina ribossomal 6
quinase (S6K). Além disso, wortmanina e LY294002, dois inibidores estrutural a PI3K

e mecanicamente diferentes, podem bloquear o aumento mediado pelo sulfato de
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vanadil na atividade da MAPK e fosforilagdo da quinase 1/2 regulada por sinal
extracelular (Extracellular signal-Regulated Kinase 1/2: ERK1/2) e S6K.

Esses resultados sugerem que a estimulagdo das vias ras-MAPK e S6K
mediadas pelo sulfato de vanadil sdo dependentes de PI3K (KONDOH; NISHIDA,
2007). Adipdcitos isolados de rato tratados com 1 mM de vanadato de sodio exibiram
uma estimulagao rapida da atividade da MAPK, através de uma via dependente de
PI13K e MEK. No entanto, se as células foram previamente tratadas por 5 minutos com
1 M de acido ocadaico, um inibidor eficaz de MEK e MAPK através da inativagao da
proteina fosfatase 2A (proteina fosfatase 2A: PP2A), uma estimulacao baixa da MAPK
foi observada apds o tratamento com vanadato. Adigdo simultédnea de insulina e
vanadato n&o resulta em efeito aditivo, nem em MAPK nem em MEK, sugerindo
fortemente que a insulina e vanadato usam a mesma via de sinalizacao de PI3K para
MEK e MAPK (ZHANG, Z. F. et al., 2017).

Ha apenas um estudo que relata possivel inibicdo das fosfatases de tirosina
especificas de MAPK por compostos de vanadio. Um complexo de glutamato de
oxovanadio, Naz[V("V)O(GLU)2(CH3OH)]-H20, mostrou inibicdo potente contra quatro
PTPs humanas (PTP1B, TCPTP, HePTP e SHP 1) com concentragao inibitoria de
50% das células (ICs0) nas faixas de 0,21-0,37 uyM. No entanto, apenas PTP1B
apresentou uma tipica inibicdo competitiva. O mecanismo de inibigdo de vanadio para
as outras fosfatases ainda ndo esta claro (LU et al., 2010). Descobriu-se que a
proliferagcdo de certas células (células de condrocitos VSa13) é estimulada por
vanadato através da ativacido da via MAPK, mesmo na presenga de wortmanina ou
PD98059. No entanto, em células pré-osteoblastos de peixes, o tratamento com
vanadato nao estimulou a proliferacao celular através da via MAPK, mas o vanadato
inibiu diferenciacdo celular/mineralizagdo da matriz extracelular através do mesmo
mecanismo que o fator de crescimento tipo insulina 1 (Insulin-like Growth Factor 1:
IGF-1) (TIAGO; CANCELA; LAIZE, 2011).

Decavanadato exibiu menos eficiéncia que o vanadato, mas em tratamentos
mais longos, efeitos semelhantes foram produzidos para solugdes de metavanadato
e decavanadato, estimulagao da proliferagao celular e forte comprometimento (75%)
da mineralizacdo da matriz extracelular (TIAGO, DANIEL M. et al., 2008). As vias
MAPK em humanos, modelos animais ou células tém sido pouco estudadas; no
entanto, como foi exposto, essas vias sdo fortemente ligadas a RI, sindrome

metabdlica, doengas cardiovasculares e DM. Devido a sua atividade efetiva como
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inibidor de fosfatases, € possivel que o tratamento com vanadato estimule a
fosforilagdo de MEK e MAPK (TREVINO; DIAZ, 2020).

2.4 Vanadio: inflamacgao e equilibrio redox no Diabetes Mellitus

Compostos de vanadio podem se interconverter em diferentes espécies em
sistemas vivos. Isso ocorrera principalmente na presenca de espécies reativas de
oxigénio e equilibrio redox (SHI; DALAL, 1993). Da mesma forma, a leve geracao de
ERO esta ligada a via de transdugao de sinal da insulina (IWAKAMI et al., 2011).
Portanto, os complexos de vanadio podem produzir pequenas quantidades de ERO e
melhorar a sinalizagdo da insulina. A atividade mimetizadora de insulina foi observada
em alguns complexos de peroxovanadio através da geragdo de ERO. No entanto, se
a geracao de ERO for muito alta, uma diminuicao na sinalizagdo da insulina pode
ocorrer e sua atividade mimetizadora de insulina pode ser perdida (SUGIYAMA et al.,
2012; MATSUGO et al.,, 2014). O proprio vanadio pode desencadear estresse
oxidativo a nivel celular, comumente pela administracdo excessiva de vanadio
(superior a 5,0 mg/kg) (ZHAO et al., 2010; MATSUGO et al., 2014; YUAN et al., 2016).

Oxidovanadio (+4) e (+5) atuam como geradores de ERO, como perdéxido,
superoéxido, radicais hidroxila e oxigénio singlete (EVANGELOU, 2002). Oxidagao de
NADH dependente de vanadato associada a membranas de plasma gera H202
(ABDELHAMID et al., 2010). A formacé&o de H202 induzida por vanadato demonstrou
mediar a apoptose através da ativagdo de p53 (HUANG et al., 2000). Em células
defeituosas p53- (células tumorais ou células ndo tumorais p53-nocaute), compostos
de vanadio inibem o ciclo celular e induzem apoptose (ZHANG et al., 2002). A ativagéo
do fator nuclear kapa beta (NF-kB) por ERO gerados por compostos de vanadio
aumenta o efeito apoptético (PARRONDO et al., 2010). Em contraste, em células
funcionais p53, a apoptose ndo é mostrada (MORITA et al., 2010).

Além disso, quando células ou tecidos sofrem estresse oxidativo, MAPK pode
mediar a fosforilagdo do fator nuclear eritréide 2 relacionado ao fator 2 (Nuclear factor
erythroid 2-related factor 2 - Nrf2) e causar uma interrupgdo da agao da proteina 1
associada a ECH semelhante a Kelch (Kelch-like ECH-associated protein 1: Keap1)
(KANSANEN et al., 2013), que aumenta a expressao de enzimas desintoxicantes,
como a subunidade catalitica da glutamato-cisteina ligase (Glutamate-Cysteine

Ligase Catalytic subunit: GCLC), heme oxigenase-1 (Heme Oxygenase-1 - HO-1) e
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NAD(P)H desidrogenase quinona 1 ((NAD(P)H quinine dehydrogenase 1 - NQO1)
(SIMMONS; FAN; RAMABHADRAN, 2009), aliviando o estresse oxidativo. Evidéncias
acumuladas indicam que os compostos de vanadio modulam a extensao e a duragao
da fosforilagdo de algumas proteinas, como MEK-1, ERK 1/2, quinase c-Jun N-
terminal (c-Jun N-terminal Kinase — JNK), fator de necrose tumoral alfa (Tumor
Necrosis Factor-alpha - TNFa) e NF-kB (WANG et al., 2017; CRANS et al., 2018;
SELMAN et al., 2018), proteinas efetoras chave das vias de sinalizagédo ligadas a
producao de ROS e danos no DNA.

Ativacao das vias de sinalizagéo celular sdo mediadas através da regulagao
da fosforilagdo e desfosforilacdo de proteinas criticas para a transducédo de sinal.
Ambos, inativagao de fosfatases e ativagao de fosfoquinases, levam a geragao de
segundos mensageiros, a ativagcado de quinases a jusante. Sais inorganicos de vanadio
podem ativar as fosforilases fosfotirosina da ERK, c-Jun N-terminal quinase/proteina
quinase ativada por estresse (c-Jun N-terminal Kinase/Stress-Activated Protein
Kinase - JNK/SAPK) e p38, principalmente pelo aumento do estresse oxidativo, que é
ativado por uma variedade de estimulos e diferentes estresses celulares, como como
RI, sindrome metabdlica e DM (JASPERS et al., 2000; CRANS et al., 2018). Tanto as
ERKs como as vias de sinalizacdo JNK/SARK também foram implicadas na ativacao
do NF-kB (MOLDOGAZIEVA et al., 2018).

No DM1 a atividade do NF-kB leva a disfungédo e morte das células 3 por
apoptose. Alguns estudos revelaram que mais de 66 genes s&do modificados na célula
B apds a exposicdo a essas citocinas. A ativacdo de NF-kB pode desencadear
cascatas pré- ou antiapoptéticas (BEYFUSS; HOOD, 2018), mas em células 8, a agéo
€ predominantemente pré-apoptética (EIZIRIK; MANDRUP-POULSEN, 2001). O NF-
KB se tornou o principal suspeito no desenvolvimento de Rl e DM 2 apds a descoberta
marcante de que um agente anti-inflamatério, aspirina, inibe NF-kB e previne a
degradacgao do inibidor de NF-kB (Inhibitory kB - IkB) (IVOVIC et al., 2017). Embora o
NF-kB nado esteja diretamente envolvido, sua participagdo € muito importante em
disturbios metabdlicos, porque o NF-kB esta envolvido no aumento da inflamacéao
crénica hepatica, mimetiza dieta rica em gordura ou RI induzida pela obesidade, e
aumenta a concentragao de citocinas pré-inflamatérias como TNF-a, IL-1, e IL-6, que
sao criticos no desenvolvimento de Rl ou sinalizagdo de sobrevivéncia celular
(PATEL; SANTANI, 2009). Desta maneira, compostos de vanadio, como

bis(maltolato)-oxovanadio('V) induzem a translocagéo nuclear de NF-kB e apoptose
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em linhagens de células de linfocitos B, mas aumentam a ativacdo e sobrevivéncia
das células T (GAO et al., 2011). Enquanto isso, vanadato(V), vanadil(""),
bis(maltolato)oxovanadio('V) e bis(maltolato)dioxovanadio(V), todos sendo promotores
de MAPK e NF-kB, estimularam o crescimento celular em baixas concentragdes, mas
o inibem em altas concentragdes, e induzem mudangas distintas na morfologia, apos
incubacgao durante a noite. O bis(maltolato)dioxovanadio(V) € o menos citotoxico e o
indutor mais fraco das alteragbes morfolégicas em baixas concentragdes (10 pM),
exibindo um padréo de fosforilagdo semelhante ao da insulina (SALICE et al., 1999).
Além disso, o bis-peréxovanadio (bpV), um potente inibidor de PTPs, ativa NF-kB em
linfécitos T humanos sem morte celular (OUELLET; BARBEAU; TREMBLAY, 1999).
Portanto, os resultados sugerem que um equilibrio entre tirosina quinases e tirosina
fosfatases estabelece se uma célula sobrevivera ou sofrera apoptose. Além disso, a
ativacdo das vias de sinalizagdo celular parece convergir principalmente ma
translocacao nuclear do NF-kB e a transcricdo de genes apoptéticos (letal) ou anti-
apoptaticos.

Os pesquisadores precisam fornecer evidéncias substanciais para as
propriedades quimicas e efeitos bioquimicos de compostos de vanadio em diferentes
células ou tecidos em que vanadio tem efeitos seletivos no controle metabdlico,
sobrevivéncia, proliferacdo ou apoptose. Até agora, nenhum composto de vanadio
provou ser eficaz para uso a longo prazo em humanos, e apenas o bis(2-etil-3-hidroxi
4-pironato)oxovanadium("V) (BEOV) atingiu a fase Il nos testes clinicos.
Consequentemente, a dose terapéutica dos compostos de vanadio ainda nao esta
bem definida (TREVINO et al., 2019).

Ha preocupagdes sobre a toxicidade potencial do vanadio inorganico
disponivel em doses mais altas e durante terapia a longo prazo. Em modelos animais,
a dose terapéutica em que o vanadio atua como mimético da insulina é alta (0,5-1
mM). E importante ressaltar que os decavanadados mostram uma importante redugdo
da concentragdao para uma faixa de uM (TREVINO et al., 2019). Portanto, novos
compostos de vanadio com ligantes organicos sugerem maior poténcia e menor
toxicidade, se tornando uma vertente a ser pesquisada. Tornando-se ainda mais
promissor quando o vanadio é apresentado em compostos de coordenagao simples
(REHDER, 2020).

Objetivando elaborar novos compostos de vanadio com coordenagédo e

estrutura simples, com ligantes organicos, um grupo de pesquisadores chineses
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propds seis novas estruturas. Dentre elas, um oxidovanadio ([V'VO(mal)(bpy)].H20)
(CHEN et al., 2014). Nessa estrutura, o vanadio é apresentado no estado de oxidagao
("V), neutralizado por seus préprios agentes ligantes: vanadila, bipiridina e malato.
Considerando que a natureza de um ligante determina as caracteristicas
farmacologicas no que se refere a sua toxicidade e farmacocinética, que os complexos
com ligantes organicos exibem maior eficiéncia, seguranga e menores efeitos
colaterais e que o composto descrito ndo foi testado biologicamente, se torna uma

perspectiva de pesquisa interessante.
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3 MATERIAIS E METODOS

Este projeto foi realizado seguindo uma sequéncia de etapas que
basicamente contou com a sintese e caracterizagdo do composto, seguido das
analises in vitro e in vivo, em uma pesquisa de carater experimental, ensaio nao
clinico. O fluxograma (Figura 7) representa de forma esquematica as etapas de

trabalho.

Figura 7. Fluxograma de trabalho
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Fonte: Autor (2022).

3.1 Sintese do composto

O composto testado & um oxidovanadio ([V'VO(mal)(bpy)].H20), denominado

de V, descrito inicialmente por um grupo de pesquisadores chineses e americanos
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(CHEN et al., 2014). A férmula estrutural é C14H14N207V, com peso molecular 373,21

g/mol, sendo sua estrutura apresentada na Figura 8.

Figura 8. Estrutura do composto V ([VVO(mal)(bpy)].H20)
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Fonte: Autor (2022).

Para o presente projeto, a sintese e as analises de caracterizagdo de V foram
reproduzidas pelo LabSin, Departamento de Quimica Inorgénica do Programa de Pos-
graduacgao de Quimica da Universidade Federal do Parana (UFPR), apresentando-se
no formato de cristais, soluvel em agua, solugéo salina e demais solu¢des usadas na
pesquisa.

Para a definicao das concentragdes testadas, outros estudos com compostos
similares e efeitos promissores foram usados como base, iniciando com as analises
in vitro (ZHAO et al., 2015; KONGOT et al., 2019).

3.2 Cultivo de células de carcinoma hepatocelular humano (HepG2)
A linhagem celular de hepatocarcinoma humano HepG2 foi utilizada nos

ensaios in vitro como modelo biolégico para avaliar a citotoxicidade e inferir sobre a

potencial atividade antidiabética de V.
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A linhagem HepG2 adquirida do Banco de Células do Rio de Janeiro, Brasil
foi mantida em garrafas (T50 ou T75) contendo meio de cultivo DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle's Medium) de alta glicose suplementado com 10% de soro fetal bovino
(FBS), 50 pg/mL do antibiético gentamicina, em pH ajustado para 7,4 com bicarbonato
de sodio, sendo mantidas em estufa umidificada a 37°C em 5% de gas carbénico
(COz2). Todos os experimentos celulares foram realizados em 70 a 80% da confluéncia
celular.

As células HepG2 foram cultivadas para, posteriormente, serem divididas para
uso em diferentes grupos de tratamento. Seu cultivo ocorreu em meio de cultivo
contendo glicose 5,5 mM para representar a condigdo de glicemia normal, ou em
glicose 55 mM para representar a condigdo de hiperglicemia que induziu a RI
(NAKAJIMA et al., 2014).

3.2.1 Estudo de viabilidade celular

O ensaio de viabilidade celular visa avaliar a citotoxicidade in vitro do
composto por expor uma cultura de células a determinada substancia, avaliando-se
parametros como a lise celular (MOSMANN, 1983).

As células HepG2 cultivadas foram tripsinizadas e semeadas visando atingir
a contagem de 10 células por pogo, em placas de 96 pogos. Apds 24h de adesdo, o
meio de cultura foi removido e o composto V foi adicionado na concentragao 600 puM,
300 uM, 100 pM, 10 uM, 7,5 pM, 5 uM e 2,5 uM/mL, sendo diluido em meio de cultura,
seguido de nova incubagédo em estufa umidificada a 37°C em 5% de CO2. Apés 24 e
48 horas, a viabilidade celular foi determinada usando o método metil-tiazolil-tetrazélio
(MTT) (MOSMANN, 1983).

Neste ensaio, o0 sal amarelado de MTT é reduzido, nas mitocondrias das
células vivas a um produto roxo de formazana, que é extraido através da adicdo de
dimetilsulféxido (DMSO). O mecanismo dessa conversdo envolve reagdes de
reducao, com moléculas como o NADH, que transferem elétrons para o MTT (PERES
et al., 2008).

Para isso, o MTT diluido com PBS a uma concentracao final de 0,5 mg/ml foi
adicionado a cada pogo apds os tratamentos. Apds 4 horas de incubagao a 37°C, o
precipitado de formazana foi dissolvido em 100 uyL de DMSO e a quantificagao foi

realizada por espectroscopia eletrénica na regidao do visivel, sendo a absorbancia
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medida a 570 nm. Houve trés repeticdes para cada tratamento e o experimento foi
repetido trés vezes. Os valores de ICso, ou seja, concentragdo de V que promove uma
inibicao do crescimento de 50% para células HepG2 tratadas em 24 e 48 horas, foram

calculados.

3.2.2 Determinacao da captacgao da glicose

O 2- [N- (7- nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-il) amino] -2-desoxi-D-glicose (2-
NBDG) é um analogo fluorescente da D-glicose anteriormente relatado e utilizado para
monitorar a captacdo da glicose em células vivas, por ser incorporado ao meio
intracelular pelos transportadores (YOSHIOKA et al., 1996). O estudo da captagao de
2-NBDG pelas células HepG2 previamente cultivadas foi determinado pela adaptacao
de um protocolo previamente descrito (ZOU; WANG; SHEN, 2005).

Para isso, a cultura foi cultivada até 70-80% de confluéncia, lavada duas vezes
com solugédo salina tamponada com fosfato (1 X PBS, pH 7,3), ressuspensa em DMEM
em condicbes de normoglicemia (5,5 mmol/L) ou hiperglicémica (55 mmol/L) e
encubado com trés diferentes tratamentos: insulina (utilizada como referéncia) e
presenca de V na concentracao de 2,5 e de 7,5 ymol/L (concentragbes selecionadas
pela avaliacdo da atividade citotdxica) por 24 h. As condigbes usadas sao

representadas na Tabela 2.

Tabela 2. Condicdes usadas no experimento in vitro de captacao de glicose

Denominagao Condlg_ao de Tratamento
cultivo
Normoglicemia NOTTEE DESIIE -
(5,5 mmol/L)
. . . Hiperglicémica

Hiperglicemia (55 mmol/L) -

Insulina Hiperglicémica 100 nmol/L de insulina humana

(tratamento padrao) (55 mmol/L) recombinante (NPH)
Hiperglicémica

V 2,5 umol/L (55 mmol/L) 2,5 umol/L do composto V
Hiperglicémica

V 7,5 umol/L (55 mmol/L) 7,5 ymol/L do composto V

Fonte: Autor (2022).
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Apods o tratamento, as células foram lavadas duas vezes e, em seguida,
incubadas com 20 uM de 2-NBDG em meio de cultura sem glicose por 20 minutos. As
células cultivadas na auséncia de 2-NBDG serviram como controle negativo.

A reacao de captagcdo de 2-NBDG foi interrompida removendo o meio de
incubacdo e lavando as células duas vezes com PBS pré-resfriado. As células em
cada pocgo foram subsequentemente ressuspensas em 300 uL de PBS pré-resfriado
e mantidas a 4°C para analise posterior de citometria de fluxo realizada em 30 min.
Para cada medicao, os dados de 5000 eventos de célula unica foram coletados
usando um filtro FACS Calibur® com 530/30 (FL1). Houve trés repeticbes para cada

tratamento e o experimento foi repetido trés vezes.

3.3 Efeito de V em modelo animal

Ap0os os resultados obtidos no modelo in vitro, prosseguiu-se com o estudo in
vivo utilizando ratos machos (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar oriundos do
Biotério do Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Parana (UFPR)
como modelo animal. Por se tratar de uma pesquisa com animais, todos os critérios
da Resolugao Normativa numero 13 do Conselho Nacional de Experimentagcéo Animal
de 20 de setembro de 2013 (BRASIL, 2013) foram respeitados e a presente pesquisa
tem a aprovacdo da Comissdo de Etica de Uso de Animais (CEUA-UFPR:
23075.0229752019-39) da Universidade Federal do Parana (UFPR), sendo

apresentada no Anexo A.

3.3.1 Teste de campo aberto (TCA)

A atividade locomotora apds a administragdo de gavagem oral Unica do
composto V foi avaliada no TCA conforme descrito anteriormente (MEOTTI et al.,
2006; SANTIAGO et al., 2010). Para o TCA, o Biotério do Setor de Ciéncias Bioldgicas
da UFPR forneceu 20 ratos machos (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar com peso
corporal entre 260 gramas e 305 gramas, estes foram divididos aleatoriamente em
trés grupos experimentais.

Os animais foram alocados em gaiolas plasticas (41 cm x 32 cm x 16,5 cm) e
mantidos com ragao e agua disponiveis livremente, a sala estava em condi¢bes de

temperatura controlada (22 + 2 °C) e o ciclo claro/escuro era de 12 horas. A
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identificacao individual dos animais foi realizada por meio de marcagao na cauda e
nas respectivas gaiolas.

Os testes comportamentais foram conduzidos durante a fase clara do ciclo em
uma sala com 40 lux de luminosidade e todos os esforgos foram feitos para minimizar
o sofrimento e o numero de animais.

Para a realizacdo do TCA o composto V foi solubilizado em tampao fosfato-
salino (PBS) estéril de forma a obter uma suspensdo na concentragdo de 10 mg/kg
de peso corporal (Grupo V1o0) e 30 mg/kg de peso corporal (Grupo V3o) em um volume
de 1 ml, que foi administrado em cada animal. O pH da suspensao foi corrigido com
hidréxido de sodio até ficar em pH=7,0. O grupo denominado de controle recebeu

apenas PBS. A caracterizagao dos grupos € apresentada na Tabela 3.

Tabela 3. Grupos experimentais no TCA

Denominacgao do grupo Intervencgao

10 mg/kg de peso corporal de V solubilizado em 1 ml de
tampao fosfato-salino (PBS) estéril

30 mg/kg de peso corporal de A solubilizado em 1 ml de
tampéo fosfato-salino (PBS) estéril

Controle 1 ml de tampéao fosfato-salino (PBS) estéril

Grupo V1o

Grupo V3o

Fonte: Autor (2022).

O composto foi administrado pela via oral por meio de agulha de gavagem
(sete centimetros de comprimento) no tempo classificado como inicial (denominado
de t0). Apds 30 minutos (ou t30) e apos 60 minutos (ou t60) da administragdo do
composto os animais foram submetidos ao teste, individualmente.

O aparato do TCA consiste em uma caixa retangular (40 cm x 50 cm x 63 cm)
dividida em nove unidades quadradas (DE MORAIS et al., 2018). Os animais foram
posicionados no centro do aparato do campo aberto e a atividade exploratoria foi
registrada por cinco minutos via cdmera Sony® 4K. O campo aberto foi lavado com
uma solugdo de agua-etanol 30% antes do teste comportamental para eliminar
possiveis vieses devido a odores deixados por ratos anteriores.

O teste comportamental foi utilizado para avaliar a atividade locomotora e o
comportamento tipo-depressivo dos animais. Para tal analise, foi contabilizado o
numero de cruzamentos com as quatro patas nos quadrantes durante os cinco
minutos do teste e este numero de cruzamentos foi utilizado como parametro de

atividade locomotora geral e impulso exploratorio. Também se contabilizou o numero
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de cruzamentos com as quatro patas no quadrante central, o numero de bolota de
fezes e pogas de urina, com o objetivo de avaliar efeito ansiolitico do composto
(GOULD; DAO; KOVACSICS, 2009).

3.3.2 Experimento in vivo com animais diabéticos

Para o experimento in vivo foram utilizados 70 ratos (Rattus norvegicus) da
linhagem Wistar, machos, com peso individual entre 220 e 250 gramas, oriundos do
Biotério de criagcao da UFPR, mesmo local onde foram mantidos durante todo o
periodo experimental.

Os animais foram divididos aleatoriamente em sete grupos e foram
acondicionados em gaiolas plasticas (49 cm x 34 cm x 16 cm), permanecendo, no
maximo, quatro animais por gaiola. Inicialmente, todos os grupos ficaram quinze dias
com agua disponivel em garrafas plasticas com bicos em acgo inoxidavel, encaixadas
na parte superior da grade metdlica da gaiola e ragdo peletizada comercial
normoproteica (Nuvilab® CR-1, Curitiba, Parana, Brasil) ad libitum para adaptagdo ao
biotério, respeitando o ciclo claro-escuro de 12/12horas, com temperatura de 22+2°C
e umidade de 55%=10.

Apos o periodo de adaptacédo, os animais foram identificados dentro dos
grupos experimentais. A identificacao individual dos animais foi realizada por meio de
marcagao na cauda, assim como nas respectivas gaiolas de acondicionamento de
cada grupo. Assim, cada grupo foi constituido por dez animais, sendo identificados

nos grupos esquematizados a seguir (Figura 9).

Figura 9. Grupos experimentais em animais diabéticos ou saudaveis
Ratos Wistar Machos
com
peso entre 220 e 250g

60 animais diabéticos 10 animais saudaveis

INS INS +V, ‘mswm ‘ Vio ‘ Vi ‘ HG NG

Fonte: Autor (2022).
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Conforme representado, os grupos foram identificados como Grupo INS:
Insulina; Grupo INS + V1o: Insulina e composto V na concentragdo de 10 mg/kg de
peso corporal; Grupo INS + V3o: Insulina e composto V na concentragéo de 30 mg/kg
de peso corporal; Grupo Vio: composto V na concentracdo de 10 mg/kg de peso
corporal; Grupo V3o: composto V na concentragdo de 30 mg/kg de peso corporal;
Grupo HG: animais diabéticos nao tratados caracterizados pela hiperglicemia; e Grupo
NG: controle negativo, neste grupo ndo foi induzido o diabetes, mantendo a

normoglicemia.

3.3.2.1 Inducao do diabetes experimental

A inducdo do diabetes ocorreu, apos jejum noturno, por uma unica injegao
intraperitoneal (i.p.) de STZ (Santa Cruz Biotechnology; Santa Cruz, Califérnia, EUA),
conforme prescrito anteriormente (DE MORAIS et al., 2018). Em 60 animais a injecao
foi na dose de 60 mg/kg, recentemente diluida em tampé&o citrato (10 mM, pH 4,5). Os
animais do grupo INS; INS + V1o, INS + V30, V10, V30 € HG receberam a intervencao.
O grupo controle saudavel, denominado de NG (10 animais; grupo normoglicémico)
recebeu uma injecao de volume equivalente de tampao citrato (10 mM, pH 4,5).

Hiperglicemia foi confirmada 72 horas apds a administragcao de STZ. Amostras
de sangue de cerca de 5 L, obtidas por pung¢ao na cauda, foram adicionadas em tiras
de teste contendo oxidase Accu-Chek-monitor (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Alemanha). Apenas os animais com niveis de glicose no sangue = 250 mg/dL, foram

incluidos no grupo diabético e prosseguiram no estudo.

3.3.2.2 Intervengdes para tratamento

As intervencdes comecaram a ser administradas apds confirmagao do
diabetes, respeitando os mesmos horarios da administragdo, sendo que cada animal
recebeu a intervencado referente ao seu grupo e foram mantidas até o final do
experimento, que durou 12 dias.

A solucao do composto V foi preparada para ser administrada a cada 2 dias,
estando em um estado de suspensao em NaCl 0,09 M e foi administrada pela via oral
por meio de agulha de gavagem (sete centimetros de comprimento) visando a

administracdo das doses exatas para todos os animais. Os grupos com insulina
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receberam injegbes subcutdneas com agulha propria de insulina isofana humana
(insulina NPH), administrada duas vezes ao dia (2 U.l. as 9h00 e 4 U.l. as 17h00). O
controle recebeu as mesmas intervencdes, no mesmo volume e via de administracao,

mas apenas com NaCl 0,09 M.

3.3.2.3 Acompanhamento do periodo experimental

A cada dois dias durante o experimento, todos os animais foram pesados em
balanca analitica digital e a dose do composto foi proporcionalmente adequada. Além
disso, as concentragdes de glicose foram quantificadas com tiras de teste contendo
glicose oxidase usando monitor Accu-Chek (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Alemanha) por meio do sangue obtido com o pique na cauda. A ingestdo hidrica e
consumo alimentar foram medidos diariamente pela diferenca entre quantidade
ofertada e sobra.

Na primeira intervengéo, os niveis glicémicos foram monitorados quanto a
curva glicémica no momento da administragéo, 30 minutos, 60 minutos, 120 minutos

e 180 minutos apos.

3.3.2.4 Medidas murinométricas

A circunferéncia abdominal (CA - imediatamente anterior da perna traseira), a
circunferéncia toracica (CT - imediatamente atras da perna dianteira) e o comprimento
do corpo (nariz ao anus ou comprimento do nariz ao anus) foram determinados com
fita métrica. A CA e CT foram obtidas para avaliar a relacéo entre CA e CT (NOVELLI
et al., 2007).

O comprimento corporal, juntamente com o peso corporal, foram usados para
determinar o parametro antropométrico denominado de indice de Lee, que é calculado
pela relacdo entre a raiz cubica do peso corporal e o comprimento nariz-anus (em
centimetros) (BERNARDIS, 1970).

Outra medida utilizada foi a espessura de dobra cutanea, neste método, as
medidas foram obtidas em cinco locais com um paquimetro Lange e quatro pontos de
referéncia foram determinados de acordo com MARSHALL et al. (1969): escapular

direito, abdominal direito, triceps direito e perna direita, e um local adicional foi
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escolhido na crista iliaca direita. Todos os valores obtidos foram somados para
obtenc&o da medida de dobras cutaneas totais (TEKUS et al., 2018).

Para analisar a repetibilidade e reprodutibilidade das medidas murinométricas,
duas avaliagdes foram aplicadas nos mesmos animais. Todas as medidas foram

aplicadas no inicio e no final do experimento.

3.3.2.5 Eutanasia e obtencdo de amostras

No final do experimento, os ratos foram exsanguinados sob anestesia de
tiopental intraperitoneal (100 mg/kg) antes do sacrificio para decapitagao. Amostras
de sangue foram coletadas (2 ml de soro e 2 ml com anticoagulante) para
determinacao do perfil bioquimico, importantes para avaliagdo glicémica, lipidica e
hepatica. Foram coletadas amostras de figado, rim e pancreas em tubos eppendorfs,
mantidas em nitrogénio liquido e posterior congelamento a -80°C.

As determinagdes dos seguintes parametros bioquimicos dos animais foram
realizadas: glicose sérica, colesterol total, HDL-colesterol, triglicerideos, NHDL-
colesterol, amilase, ureia, creatinina, acido urico, 1,5-anidroglucitol (1,5AG), proteina
total, albumina, aspartato amino transferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT).
Estas foram realizadas com um sistema automatizado usando reagentes, calibradores

e controles fornecidos pelo fabricante (Labmax 400, Labtest Diagnostics).

3.4 Analises estatisticas

No TCA e demais experimentos in vitro, bem como nos experimentos in vivo,
os resultados foram expressos como média * desvio padrao (DP) da média. O
software Graph Pad Prism® vers&o 6.00 (Graph Pad Software Inc., San Diego, EUA),
foi usado para a anadlise estatistica. Diferencas entre os tratamentos de multiplos
grupos foram detectadas por Analise de Variancia (ANOVA) de uma via corrigida pelo
teste de Tukey, p <0,05 foi considerado como nivel de significancia. /n vivo, os grupos
de tratamento foram comparados com os animais diabéticos nao tratados (identificado

como HG).



73

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estudos in vitro em linhagem celular HepG2

A escolha da linhagem celular HepG2 para o estudo in vitro foi pautada em
motivos como: a linhagem € menos delicada em comparagao as linhagens primarias,
com menor tempo de cultivo e resultando em menor custo experimental. Além disso,
a linhagem celular HepG2 expressa citocromo P450 e possui diversos transportadores
de glicose (MACHADO, 1998). Por isso, foi utilizada como modelo biolégico para

avaliar a captacéo da glicose de V, bem como a viabilidade celular.

4 1.1 Viabilidade celular

A viabilidade celular e citotoxicidade de V na linhagem celular HepG2 foram
avaliadas nos tempos de 24 h e 48 h, normalizadas em relagdo ao controle com
células HepG2 néo tratadas com V.

Os tratamentos foram realizados em sete concentragdes (600 uM, 300 uM,
100 uM, 10 pM, 7,5 uM, 5 uM e 2,5 uM/mL) e as absorbancias da formazana foram
empregadas para a determinagédo da porcentagem de células viaveis. O calculo da
concentragdo inibitoria de 50% de viabilidade celular (ICso) foi realizado para V nos
dois tempos avaliados (24 e 48 horas). Os resultados expressam a média dos trés
experimentos independentes (Figura 10).

O composto V apresentou o valor de 10,5 umol/L de ICso em 24 h, sendo que,
com o decorrer do tempo, o valor de |ICso aumentou para 14,3 ymol/L, ou seja, com

48 horas de tratamento nota-se uma diminuigao da citotoxicidade (Figura 10).
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Figura 10. Curva do ensaio de MTT com sua respectiva ICso paraVem 24 e 48 h
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Resultados expressos em média e desvio padrao dos trés experimentos independentes no tempo 24
(a) e 48 horas (b). ICso reflete a concentracao inibitoria de 50% de viabilidade celular. O valor expressa
a concentragao de V em pmol/L.

Fonte: Autor (2022).

Comparativamente, dados de ICso obtidos pela redugédo do MTT em células
HepG2 de outros compostos de vanadio também com quatro centros ligantes,

disponiveis na literatura, sdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Valores de ICso em pmol/L de diferentes compostos de vanadio em cultivo celular
em HepG2

A ICso (pmoI/L)
REFERENCIA COMPOSTO 24h 48 h
ESSE ESTUDO (VVO(mal)(bpy)].H20) 10,5 14,3

[VO(ox)(phen)(H20)] - 29,1
[VVO(ida)(bpy)]-2H20 - 106, 1
NI et al. (2018) [VO(ox)(bpy)(H20)] - 52,3
(phen)[VVO(ida)(phen)]-4H20 - 39,63
(phen )[VVO(H20)(nta)]-2H20 - 101,62
[VIVO(satsc)(phen)] 8,25 6,80
ZHANG et al. (2013) [VVO(3,5-dibrsatsc)(phen)] 7,35 1,68
[VO(hnd-napha)(Bphen)] 94,9 -
CAO etal. (2017) [VO(o-van-met)(Bphen)] 26,8 -
[VO(desa-met)(phen)MeOH2H20 > 100 -
[VO(o-van-
met)(phen)]_MeOH_CH2CI2_3H2 26,8 -
(0]

CAOTet al. (2016) [VO(3,5-ditbsal-3-1-Naph-L-ala)

(phen)] 2H20
[VO(2-hyd-1-nade-3-1-Naph-L- 45.2 _
ala)( phen)].1,5H20 ’

ALIABAD et al. (2018) [VVO(H2L2)] 47,2 43,4
Abreviagdes: ox = oxalato; phen =1,10-fenantrolina; ida = acido iminodiacético; bpy = 2,2’-bipiridina;
satsc = salicialdeido tiosemicarbazona; 3,5-dibrsatsc = 3,5-salicialdeido tiosemicarbazona
Nota: - refere-se a dados nao avaliados

28,4 -
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Comparando os valores de ICso de V com os de outros compostos similares
descritos na literatura, este apresenta uma concentragdo citotoxica inferior ao
reportado para outros complexos de vanadio sintetizados e testados em condi¢bes
semelhantes, conforme referencias e dados apresentados (Tabela 4).

V apresentou pouco ou nenhum efeito citotoxico nas células HepG2 em
concentracdes de 2,5, 5,0 e 7,5 ymol/L em 24 horas (Figura 10), desta forma as
concentracdes de 2,5 umol/L e 7,5 umol/L foram utilizadas para o ensaio de captacao

de glicose.

4.1.2 Estudo de captagao da glicose

Com o objetivo de avaliar a captacdo do analogo fluorescente de glicose (2-
NBDG) o cultivo foi realizado conforme previamente descrito na literatura (ZOU,;
WANG; SHEN, 2005), assim, as células foram cultivadas em 5,5 mmol/L de glicose
(controle normoglicémico) e em 55 mmol/L de glicose para mimetizar ambiente de Rl
(hiperglicémico) e posteriormente submetidas aos diferentes tratamentos. No meio de
cultivo normoglicémico, a captacdo do 2-NBDG foi considerada como 100% e a
internalizacdo de 2-NBDG nas diferentes condicbes foi reportada como a
porcentagem de captagao em relagdo ao controle normoglicémico.

A concentracdo de glicose em cultura em HepG2 entre 5-7 mM é considerada
um ensaio de captagdo “normal” de glicose para 2-NBDG por varios autores (ZOU,
WANG; SHEN, 2005; NAKAJIMA et al., 2014; JIANG et al., 2016; YAN; DAI; ZHENG,
2016; PANAHI et al., 2018; KONGOT et al., 2019) e outras linhagens celulares
(TARDIF et al., 2003; HWANG; CHANG, 2012) também.

Nakajima e colaboradores (NAKAJIMA et al., 2014) demonstraram que uma
alta concentragao de glicose (15-33 mM) atenua seletivamente as vias de sinalizagéo
acopladas ao receptor de insulina na linhagem HepG2. Com essas informacgdes, foi
realizada uma curva com concentragdes de glicose entre 25 — 65 mM (Figura 11a) e
foi observado que a maior reducao na captacao de glicose foi obtida na concentracao
de 55 mM (62,5%). De fato, a 25 mM a captacéo de glicose € maior do que a 55 mM
(73,7+4,2 vs 61,7+1,7; p=0,009). Além disso, quando as células resistentes a insulina
(25 mM e 55 mM) séo tratadas com insulina, a diferenga percentual de captacao de

2-NBDG antes e apds o tratamento com insulina € mais pronunciada em 55 mM do
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que em 25 mM, tornando o resultado mais confiavel e reprodutivel, conforme mostrado

na figura a seguir (Figura 11b).

Figura 11. Otimizacao da captacdo de 2-NBDG em HepG2 em diferentes condigbes de
resisténcia a insulina (RI)
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(a) Captacdo de 2-NBDG em células HepG2 em diferentes concentra¢des glicose no meio de cultivo
(25, 35, 45, 55 e 65 mM de glicose). (b) Captacao de 2-NBDG frente ao tratamento com insulina em
diferentes condicdes de RI (células cultivadas em 25 mM e 55 mM de glicose). Condicéo
normoglicémica (5 mM ou 100%) de captagédo de 2-NBDG em HepG2.

Fonte: Autor (2022).

Com base neste estudo preliminar e apoiado na literatura (JIANG et al., 2016),
implementamos os experimentos de Rl na concentragdo de 55 mM no meio de cultura
celular (Figura 12).

A Figura 12 mostra que a captagao de 2-NBDG cai para 62% nas condi¢des de
hiperglicemia (55 mmol/L de glicose), caracterizando um ambiente de RI (controle
hiperglicémico). Como esperado, o tratamento de células no meio hiperglicémico com
insulina (insulina) melhorou a captagao de 2-NBDG para 86% em comparagédo com
as células resistentes a insulina (controle hiperglicémico) (p < 0,05). Quando as
células do meio hiperglicémico (controle hiperglicémico) foram tratadas com V nas
duas concentracdes adotadas (2,5 e 7,5 umol/L), a melhora na captacao de 2-NBDG
foi semelhante a observada com o tratamento com insulina (insulina), mostrando um
aumento para 86% (V 2,5 ymol/L) e 93% (V 7,5 umol/L) (p <0,0001).
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Figura 12. Percentual de captagdo do 2-NBDG em meio normoglicémico ou hiperglicémico
associado ou nao a diferentes tratamentos em HepG2
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Resultados expressos em média e desvio padrao dos trés experimentos independentes. Percentual
calculado com base na condigdo normoglicémica. Valores de p calculados pela ANOVA corrigido por
Tukey, * p <0,0001.
Fonte: Autor (2022).

Esses resultados sao corroborados por estudos anteriores que demonstraram
que outros complexos de vanadio também podem aumentar a captagao de glicose na
mesma linhagem celular usada neste estudo (ZHAO et al., 2015; KONGOT et al.,
2019; KONGOT et al.,, 2021) e em outros tipos de células, como cardiomidcitos
(TARDIF et al., 2003) e miotubos L6 (HWANG; CHANG, 2012) (Tabela 5).

Dois outros complexos de vanadio, [V'VO(hpdbal-smdt)(phen)] e [V'VO(hpdbal-
smdt)(bipy)], resultaram em uma excelente captacao de glicose de 90,7% e 90,4%,
respectivamente, em células HepG2, mostrando uma efeito semelhante ao da
metformina (85,7%), que € um medicamento antidiabético amplamente utilizado
(KONGOT et al., 2021).

Os resultados obtidos s&o consistentes também com outros estudos in vitro

anteriores, no qual os resultados foram compilados e apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5. Composto testado, linhagem celular usada e principais resultados do estudo in vitro
de captacéao de glicose

2 LINHAGEM
REFERENCIA COMPOSTO CELULAR PRINCIPAIS RESULTADOS
O tratamento com V restaurou a
,V captacdo de 2-NBDG em 86% na
E;I%LSJS(,\;TE éL\:ayg(sz ?)I; HepG2 concentragao de 2,5 ymol/L e 93% na
' concentracdo 7,5 upmol/L, quando
comparado com o controle.
O tratamento com NaVOs e com
Células insulina atingiram um nivel de glicose
(WEI; LI; DING, NaVOs musculares desejavel, além disso, a maioria dos
2007) isoladas de ratos  transcritos de genes alterados em ratos
Wistar tratados diabéticos foram normalizados em
ambos os tratamentos.
A pré-incubagao com concentragdes de
(TARDIF et al., Vv C vanadato de 25 a 75 M induz a um
anadato Cardiomidcitos

2003)

(HWANG
CHANG, 2012)

(ZHAO et al.,
2015)

(KONGOT et
al., 2019)

Pentoxidos de
vanadio: S1
(v5*:8,0+£0,9
Ig/l), S2 (V5*:
24,0+2,01g/l), e
S3(V5*:26,0 +
2,0 Ig/l)

Sulfato de
oxidovanadio(')

Complexo
reduzido de
vanadio("V)
derivado de

ligante de salen

miotubos L6

HepG2

HepG2

aumento dose-dependente na
captagao de glicose.

Os compostos de vanadio analisados
aumentaram a absorgao de glicose, na
seguinte ordem: S3<S2<8S1.

A exposicdo das células ao VOSO* em
quatro diferentes concentragdes (de 5
a 50 yM) resultaram em um aumento
na captacao de glicose de até 100% em
comparagao as células nao tratadas.
Nas células que receberam o complexo
de vanadio houve uma absorcéo
significativa de NBDG de 95,4%, que
foi maior do que o induzido pela
metformina, o} medicamento
antidiabético padrao.

O aumento da captacédo de glicose mediada por compostos de vanadio é

consistente com a demonstracao de seus efeitos na cascata de sinalizagao da insulina
e suas propriedades miméticas da insulina (BAPTISTELLA et al., 2021; TURTOI et al.,
2021). Em conjunto, esses estudos confirmam que os complexos de vanadio, como o
V, possuem excelentes capacidades miméticas de insulina em diversas linhagens
celulares. Portanto, o tratamento com o V (2,5 e 7,5 ymol/L) mostrou efeito mimético
da insulina em células HepG2 (Figura 12).

Como estes resultados se mostraram promissores com relacdo a
concentragao de 10,53 umol/L de ICs0 e na porcentagem de captacao de glicose do
composto similar ao tratamento com insulina, o composto foi avaliado em modelo

animal com ratos diabéticos induzido por STZ (in vivo).
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Para confirmar as propriedades terapéuticas previamente demonstradas nos

ensaios in vitro, foi realizado o ensaio in vivo, em ratos Wistar com diabetes induzido

com STZ.

A concentracao escolhida de V usada na experimentacao animal foi definida

considerando outros estudos com resultados promissores e € resumidamente

apresentado na Tabela 6.

Tabela 6. Modelo animal, tratamentos adotados e principais resultados de diferentes

compostos de vanadio disponiveis na literatura

MODELO CONCENTRAGADO,
ESTUDO COMPOSTO ANIMAL TEMPO E FORMA DE RESULTADOS
TESTADO USADO ADMINISTRACAO DO PRINCIPAIS
COMPOSTO
Ratos Wistar 10 e 30 mg/kg de peso
PRESENTE ([VVO(mal) machos com corporal do composto 4
ESTUDO (bpy)].H20) STZ-diabetes administrado via oral por
(60 mg/kg) gavagem por 12 dias
[N,NO -bis(4-
hydroxysalicyl Ratos O composto
ydroxy y Sprague- 5, 10, 20 mg/kg de peso P
idene)-o- melhorou
XIE. et al. . Dawley corporal do composto C
phenylenedia s X significativamente a
(2010) : machos com administrado via oral por ; : )
mine] ; . glicemia e reduziu a
. STZ-diabetes 14 dias
oxovanadium RI
() (50 mg/kg)
78, S22, 1300 Nas duas vias de
Ratos Wistar 6,45 mg/kg de peso administracio. o
SAKURAI et Bis(picolinato) com STZ- corporal do composto composto fogi; ca’ a7
al. (1995) oxovanadium(') diabetes administrado via oral ou P ! cap
: . de normalizar a
(40 mg/kg) intraperitoneal por 14 licemia
dias 9
10 mg/kg de peso O composto foi
corporal do composto considerado um
Ratos Wistar administrado via oral por potente complexo
Bis(1-oxy-2- 21 diase 50u2,5mg/kg mimético da insulina
SAKURAI et L . machos com . .
pyridinethiolato) ; do composto por 14 dias  oralmente ativo no
al. (2000) vy STZ-diabetes .
oxovanadium(') (40 mg/kg) seguidos de metade da tratamento de DM
9’9 dose administrada pela  insulino-dependente
via intraperitoneal por em animais
mais 7 dias experimentais
1 mg de vanadio por dia  Nos animais tratados
. Ratos Wistar (resultando em 6,2 mg com 3 mg de
SANCHEZ- . do composto) ou vanadio por dia,
; Bis(maltolato) machos com o :
GONZALEZ - . 3 mg de vanadio por dia houve uma
oxovanadium(")  STZ-diabetes Co
et al. (2014) (60 mg/kg) (resultando em 18,7 mg diminuicéo
9’9 do composto) por 35 significativa na
dias glicemia em jejum
Ratos Wistar 32 e 22 mg/kg de peso O composto reduziu
WILLSKY et Bis(maltolato) machos com corporal do composto significativamente a
al. (2001) oxovanadium("V)  STZ-diabetes por 72 horas pela via glicemia em seis dos

(60 mg/kg)

intraperitoneal

oito animais testados
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Partindo dos resultados obtidos pelos autores acima citados, as concentragoes
testadas de V foram de 10 e 30 mg/kg de peso corporal. Para avaliar o possivel efeito

toxico comportamental do composto foi realizado o experimento de campo aberto.

4.2.1 Efeitos de V no teste de campo aberto (TCA)

Para avaliar se o composto V foi capaz de causar deficiéncia locomotora ou
impulso exploratério dos animais, bem como, e para avaliar a fungao fisiolégica dos
ratos pelo numero de fezes e pogas de urina, os animais foram submetidos ao TCA.

Os animais saudaveis foram, entdo, avaliados em 30 (ou t30) e 60 minutos (ou
t60) apos o tratamento com veiculo ou V na concentragdo de 10 ou 30 mg/kg e os

resultados sdo expressos na Figura 13.

Figura 13. Efeito da administracdo de V na atividade locomotora, exploratéria e fisiolégica de
animais submetidos ao TCA

(a) Atividade locomotora (b} Impulso exploratério
"Cnmmla«——t . Euntmrn-h—i
0 10 moivq I —— 60 10 movo- I
g2 | somgkg{  ——H g |30mgkg] ]
n = —
& coor NN —— 5 Convolc NN ——
t30 | 10 mgkg{ — t30 10 mgtkg{ } i
30 mglkg- — a0 mgﬂg-:—|
B n w & & N -1 L " M = L
Namero de quadrantes cruzados Mimero de cruzamentos no quadrante central
{c) Nimero de fezes e urina
Grupo Fezes Urina
Controle 02+t04 10£10
2 10 mag/kg 0 06+£09
= 30mgkg 08171 12108
Controle 04+05 02+04
Q 10 mg/'kg 14+189 1010

30mgkg 20%16 10%07

Resultados expressos em média e desvio padrdo do grupo (n=5). ANOVA de uma via seguida pelo
teste de Tukey ndo demonstraram diferenga minima significativa entre os grupos.
Fonte: Autor (2022).

Os resultados dos animais tratados e ndo tradados nao apresentaram

diferenga estatistica (Figura 13), podendo concluir que no periodo avaliado, o
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composto V ndo induziu a efeito sedativo, dificuldades de locomogéao e efeitos

fisiologicos nos parametros analisados.

4.2.2 Efeitos no controle glicémico de V em ratos Wistar diabéticos

Para a avaliagao dos possiveis efeitos do composto V no controle glicEmico,
os ratos sem indugdo do diabetes (NG) e o ratos com diabetes induzido por STZ
tratados com veiculo (HG), insulina (INS), insulina + composto V nas concentragdes
de 10 mg/Kg (INS+V10) e 30 mg/Kg (INS+V30) e composto V nas concentracdes de 10
mg/Kg (V10) e 30 mg/Kg (V3o0) foram avaliados o consumo alimentar, a ingestao hidrica
e a evolugdo do peso corporal para calculo do ganho de peso diario ao longo do
periodo experimental, que durou 12 dias, € medidas murinoméricas, apenas no inicio

e no fim do periodo experimental. Os resultados sao apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Média do consumo de alimentos e agua, peso corporal inicial e final, variacado do
peso corporal (periodo de 12 dias), indice de Lee inicial e final, dobras cutaneas totais e
relacéo entre circunferéncia abdominal e circunferéncia toracica

Grupo/
Parametros NG HG INS "‘:ﬁ: INS + V3o V1o V3o
avaliados
Consumo alimentar 28,9+ 40,7+ 35,9+ 36,8+ 34,8+ 39,2+ 39,0
(g/dia) 2,2** 1,4 1,8** 1,0** 1,2** 0,8 0,9
Ingestao hidrica 59,3+ 159,2+ 65,7+ 62,3+ 69,9+ 156,3% 141,4+
(mL/dia) 8,8** 7,5 7,7 3,3** 9,2** 11,7 4,9*
Inicial (g) 2241+ 225,1% 227,9% 233,4% 231,0% 227,5% 232,2+
Peso 10,4 12,5 9,5 10,2 6,3 8,7 9,7
corpo- Final (g) 306,2+ 241,11+ 2921+ 307,3+ 301,4+ 2411+ 236,5+
ral 22 4** 14,0 23,3** 13,0%* 11,7* 5,9 11,9
Ganho de 5,45+ 2,54+ 6,71+ 7,18+ 7,38+ 2,64+ 1,79+
peso diario 1,07** 0,90 1,95** 0,87** 0,65** 0,73 1,21
Inicial 0,318+ 0,316% 0,325+ 0,324+ 0,317+ 0,316% 0,326+
indice (g/cm?) 0,01 0,01 0,02 0,01 0,01 0,01 0,01
de Lee Final 0,320+ 0,306+ 0,314+ 0,318+ 0,324+ 0,304+ 0,296+
(g/cm?) 0,01* 0,01 0,01 0,01 0,01** 0,01 0,01
Dobras Inicial (mm) 5,75+ 6,1+ 7,6+ 7,6+ 6,8+ 7,1+ 6,2+
cuta- 0,92 0,66 0,84 0,96 0,9 0,87 0,63
neas Final (mm) 7,40+ 5,37+ 8,95+ 717+ 7,06+ 6,32+ 6,20+
totais 0,91** 0,59 1,17* 0,87** 0,86** 0,44 0,35
Relago Inicial (mm) 1,17+ 1,19+ 1,22+ 1,21+ 1,21+ 1,19+ 1,24+
entre . 0,06 0,07 0,17 0,09 0,06 0,06 0,08
CA/CT Final 1,14+ 1,19+ 1,23+ 1,19+ 1,23+ 1,22+ 1,23+
(mm) 0,06 0,09 0,12 0,09 0,04 0,08 0,06

Resultados expressos em média e desvio padréo do grupo (n=10). ANOVA de uma via seguida pelo
teste de Tukey. * indica p <0,05 quando comparado a ratos diabéticos tratados com veiculo (HG). **
indica p <0,0001; quando comparados a ratos diabéticos tratados com veiculo (HG).

Fonte: Autor (2022).
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Hiperglicemia, polifagia, poliuria e polidipsia s&o sintomas classicos de DM
(IDF, 2021) e puderam ser observados, juntamente com a perda de peso, nos animais
diabéticos durante o periodo de trés dias iniciais (que perdurou entre a administragcéao
da STZ e o inicio dos tratamentos). Apds o inicio dos tratamentos, a perda de peso
corporal, o0 aumento da quantidade de ragdo consumida diariamente dos animais
diabéticos e o aumento do volume de ingestdo hidrica foram prevenidas pela
administracao de insulina com ou sem associagcao com V, sendo que a administragao
do INS+V10 ou INS+V30 ndo foi capaz de alterar os parametros avaliados quando
comparado aos animais que receberam apenas INS (respectivamente, p=0,96 e
p=0,91), o que foi atribuido ao efeito antidiabético da insulina.

Estudos que demonstraram efeito antidiabético de compostos de vanadio
observaram prevencao da perda de peso dos animais diabéticos (CAM; BROWNSEY;
MCNEILL, 2000; SARMIENTO-ORTEGA et al., 2021). Inclusive, foi mostrado que a
suplementagao de um novo composto de vanadio foi capaz de aumentar os niveis de
horménios relacionados ao apetite (nesfatina-1 e apelina) em ratos com diabetes
induzida com STZ, prevenindo a perda de peso, ao mesmo tempo em que diminuiu a
glicemia (KONTAS ASKAR et al., 2021), sugerindo que o vanadio pode atuar no
controle da ingestao alimentar e regular os niveis glicémicos.

Contudo, o tratamento dos animais diabéticos apenas com o composto V na
concentragdo 30 mg/kg (Vso) foi capaz de reduzir volume de ingestdo hidrica em
comparag¢ao aos animais diabéticos tratados com veiculo (HG) (p <0,0001). Esses
dados corroboram com o estudo de Xie et al. (2014), que ao avaliar diferentes
compostos de vanadio, observaram que todos os compostos melhoram os sintomas
de polidipsia e polifagia no modelo de diabetes induzida por STZ (XIE et al., 2014) e
com o de Domingo et al. (1991) que a confirmou a eficacia do tratamento oral com
metavanadato de sédio (NaVOs), ortovanadato de sodio (NaszVOa) e sulfato de vanadil
pentahidratado (VOSO4-5H20) no alivio de alguns sinais de diabetes, como
hiperglicemia, polifagia e polidipsia (DOMINGO; GOMEZ, 2016).

Neste estudo, os pesos corporais dos animais diabéticos tratados com veiculo
(HG) foram menores quando comparados aos de ratos normoglicémicos (NG) ao
longo do tempo do estudo. Ao final do periodo experimental, os pesos corporais dos
grupos tratados com insulina (associada ou néo a V) foram superiores aos dos animais
diabéticos tratados com veiculo (HG). Apds a indugdo do diabetes e ao final dos 12

dias de tratamento, os parametros murinométricos indicaram que os seis grupos de
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animais diabéticos permaneceram com propor¢des corporais semelhantes (CA/CT),
mas todos os animais tratados com insulina apresentaram melhora no peso corporal
final, na média de ganho de peso corporal nos 12 dias de tratamento e nas dobras
cutaneas totais final.

O indice de Lee mostra que os animais diabéticos tratados com INS+V3p € 0s
animais normoglicémicos (NG) mantiveram este parametro antropométrico
significativamente diferente dos animais diabéticos tratados com veiculo (HG), com
peso corporal diferente, independentemente do tamanho do rato. O indice de Lee é
um parametro de avaliagdo corporal que se assemelha ao indice de massa corporal
(IMC) em humanos, oferecendo melhores interpretagdes quanto ao estado nutricional
(BERNARDIS, 1970).

As concentragdes da glicose dos animais foi outro parametro avaliado durante
o periodo experimental, por meio de um pique na cauda para obtencdo do sangue
total e leitura por glicosimetro e ao final do periodo experimental com analise da

glicose sérica em sistema automatizado. Os resultados sdo mostrados na Figura 14.

Figura 14. Glicemia (mg/dL) dos animais ratos normoglicémicos e diabéticos antes de iniciar
os tratamentos (a) e apds os 12 dias de tratamento (b)

(a) (b)

Inicial Final
800 BO0- p= 0.002
_ | | &
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E
400- @ 400-
E
E L B
200- 5 200-
ﬂ' - u' T T
NG HG INS INS+ INS+ Vi0 V30 NG HG INS INS+ INS+ V10 V30
Vi0 V30 Vi0 V30

Os valores representam a média + desvio padrdo e * indica p <0,05 quando comparado com ratos
diabéticos tratados com veiculo (HG). ** indica p <0,0001; quando comparados a ratos diabéticos
tratados com veiculo (HG). ANOVA de uma via seguida de teste post hoc de Tukey.

Fonte: Autor (2022).

Na Figura 14 é possivel observar o primeiro dia de tratamento, identificado
como inicial (a), demonstrando que os animais foram tratados com a STZ tornaram-

se diabéticos (glicemia em média 400 mg/dL) e foram pareados em seis grupos para
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os diferentes tratamentos. Ao final do periodo experimental de 12 dias (b) os
tratamentos apenas com a insulina (INS) e insulina associada ao composto de V
(INS+V10 e INS+V30 = p<0,005) foram capazes de reduzir a glicemia, mas ndo para as
concentragbes na faixa de normoglicemia, corroborando com outros dados da
literatura (POUCHERET et al., 1995; LIMA et al., 2021).

O melhor efeito obtido com relacao a reducao das concentragdes plasmaticas
de glicose foi a associagao da insulina com o composto V na concentracao de 30
mg/Kg (INS+V30), com uma redugéo de 30,8% da média de glicemia obtida ao final do
experimento. Os animais tratados apenas com o composto V, em ambas as
concentragdes testadas, nao tiveram efeito no controle da glicemia.

Os dados dessa pesquisa sao similares ao obtido por outro grupo de
pesquisadores, que encontraram, ao final do experimento de animais STZ tratados,
uma média de glicemia de 405,8 mg/dL em animais diabéticos tratados com solugao
salina, 137,2 mg/dL nos diabéticos tratados com insulina e 271,0 mg/dL nos diabéticos
tratados VIVOSQO4 (LIMA et al., 2021).

Contudo, o tratamento combinado da insulina com o composto V na
concentracao de 30 mg/kg de peso (com valor médio de glicemia de 382 mg/dL) foi
mais eficiente na reducéo da glicemia (p = 0,002) quando comparado ao tratamento
apenas com insulina (com valor médio de glicemia de 551,35 mg/dL). E, assim como
nesse estudo, outros autores também avaliaram a insulina em associagdo com
complexos de vanadio em ratos diabéticos induzidos por STZ e agao sinérgica na
reducdo da glicemia (POUCHERET et al., 1995; KROSNIAK; GAWLIK; GRYBOS,
2009).

O reconhecimento dos compostos de vanadio como agentes intensificadores
da insulina é descrito desde 1980, quando sua eficacia foi dependente da presenca
de insulina para terapia antidiabética em estudo in vitro por meio do cultivo celular em
adipécitos isolados de ratos (DUBYAK; KLEINZELLER, 1980), mas também em
estudo in vivo, no qual a gavagem oral de VOV (CsH14N202-k?N, k>Q) em ratos Wistar
machos com diabetes induzido por STZ demonstrou efeitos semelhantes a insulina na
reducéo da hiperglicemia (LIMA et al., 2021).

Visando avaliar o efeito de uma unica dose de V, apds a primeira
administracao, foi realizada uma a curva glicémica nos tempos 0, 30, 60, 90, 120 e

180 minutos apds administragdo dos diferentes tratamentos. A Figura 15 apresenta
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os resultados obtidos, sendo expressos em percentual a partir da glicemia inicial

(obtida no t0 e considerado o valor de referéncia de 100%).

Figura 15. Curva glicémica obtida apds a primeira administragdo do tratamento
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5. 801 & INS+V,,
2 — INS+V5,
04— : '

0 30 60 120 180

Tempo (minutos)

Os valores em representam o percentual da glicemia a partir da obtida no tempo inicial (t0).
Fonte: Autor (2022).

Observando os resultados obtidos, é possivel considerar que os grupos INS,
INS+V10 e INS+V3p apresentaram o mesmo perfil de redugdo das concentragdes
plasmaticas de glicose, ja o composto V nas duas concentragdes testadas néo foi
capaz de reduzir a glicemia no periodo. Dessa forma, observa-se o composto V n&o
apresenta efeito agudo (Figura 15) sobre as concentragdes plasmaticas de glicose.

Outra pesquisa também observou que a administracdo de vanadio-
clorodipicolinato (V-dipic-Cl) na concentragcdo de 0,1 mg/ml ndo exibiu efeitos de
reducdo da glicose quando administrado na agua de beber de ratos diabéticos na
primeira etapa da pesquisa (que perdurou 20 dias). No entanto, a continuacdo do
tratamento diario, com a dose de 0,3 mg/ml fez com que a glicemia reduzisse de
maneira significativa (LI, M. et al., 2009), reforcando a importancia do composto de
vanadio a ser usado, sua dose e o periodo de tratamento para obtencao de resultados
promissores no tratamento de DM.

Esses dados corroboram com outros estudos que demonstraram que os
compostos de vanadio apresentam efeitos miméticos a insulina apenas quando
administrados em doses orais diarias (SAKURAI, HIROMU, 2002). Um estudo
mostrou que os efeitos na reducado glicémica pelo composto de vanadio comegam a

aparecer em média dois dias apds o inicio do tratamento com altas concentragdes de
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vanadato (0,8 mg/ml) ou quatro dias quando usadas baixas concentra¢des de
vanadato (0,2 mg/ml) administrado pela agua de beber (MEYEROVITCH et al., 1987).

Esses dados reforgam a importancia da administracéo regular dos compostos
de vanadio, visto que estudos demonstram que diversos genes candidatos da via de
sinalizagao da insulina estdo envolvidos no efeito do tratamento com vanadio sobre a
hiperglicemia.

Contudo, na presente pesquisa, o tratamento com o composto V combinado
a insulina, tanto na concentragéo 10 e 30 mg/kg (respectivamente INS+V10e INS+V30)
foi capaz de reduzir a glicemia quando comparado ao grupo tratado com veiculo (HG)
(p <0,05). Além disso, as concentragdes de glicose no sangue em ratos diabéticos do
grupo INS+Vs3p foram significativamente reduzidas em relagdo ao grupo que recebeu
apenas insulina ao final do experimento (Figura 14).

Também tem sido reportado que compostos de vanadio, além de melhorarem
o controle glicémico, também possuem efeitos hipolipemiante (reducdo de
triglicerideos e colesterol total), cardioprotetor, anti-obesidade e anti-inflamatoria,
desta forma além dos parametros de controle glicémico, foram avaliados o perfil

lipidico, renal e hepatico dos animais (Tabela 8).

Tabela 8. Parametros bioquimicos séricos em ratos diabéticos induzidos por STZ de todos os
grupos experimentais tratados

ZAREAPIgETROI NG HG INS INS + Vo INS + V3o Vio V30
MARCADORES PROTEICOS

PT (g/L) 7412 714 732 733 7212 72102 714
Albumina (g/L) 29+3 27+2 31+1* 301 31+1* 29+1 28+2
MARCADORES LIPIDICOS

Col T (mmol/L)  1,31£0,1** 2,2+0,3 1,5£0,2**  1,5£0,3*  1,3%0,2** 2,2+0,2 2,3+0,6
Tg (mmol/L) 1,0£0,3* 4,5+2,0 2,3+0,8* 1,8+£0,5* 2,6+0,8 4,412 1 3,017

HDL-C (mmol/L) 0,6+0,1** 1,0+0,1 0,7¢0,1** 0,7#0,1** 0,60, 1,101 1,0;0:2
NHDL (mmol/L) 0,72+0,1* 1,18%#0,3 0,79+0,1* 0,78+0,2* 0,72+0,1* 1,08+0,2 1,23+0,4

MARCADORES GLICEMICOS

1,5AG (ug/L) 121+40,8 66,4+18,3 64,6%17,7 58,514 53+11 126,7+61  75+30,4

MARCADORES DA FUNCAO PANCREATICA

Amilase (pkat/L) 9,1+1,4* 4,4+0,3 7,5%1,1 7,5%0,9 9,440,6* 5,1+1,2 3,7+0,7

MARCADORES DA FUNGAO HEPATICA

AST (ukat/L) 2,706  4,0t1,1 3,829 3,303 3:0,1 3,205  3,840,7
ALT (ukat/L) 1,1:0,1 22405  1,3+0,1** 1,4:0,1* 15+01* 18402 2107

MARCADORES DA FUNCAO RENAL

Ureia (mmol/L)  5,7+0,9** 10+1,5 5,4+0,7**  5,4+0,7** 7+1,3** 11+1,8 8,6+1,1
AU (pmol/L) 71,3+10*  42,249,5 70,2+#8,3* 72,5¢18" 68,4+19* 47,646 48,7+12
Crea (umol/L) 20,3+4,4* 14,1+3,5 18,6%1,8* 18,8+1,7* 19,443,5* 15426 15+4,4

Os valores representam a média + desvio padrdo. * indica * p <0,05 quando comparado a ratos
diabéticos tratados com veiculo (HG). ** indica p <0,001; quando comparados a ratos diabéticos
tratados com veiculo (HG). ANOVA de uma via seguida de teste post hoc de Tukey.
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Abreviages: PT, proteinas totais; 1,5AG, 1,5-anidroglucitol; Col T, colesterol total; TG, triglicerideos;
NHDL-C, ndo HDL-C; AU, Acido urico; Crea: creatinina.
Fonte: Autor (2022).

Visando obter dados complementares acerca dos parametros bioquimicos
para melhor inferir sobre os resultados obtidos, foram realizadas analises estatisticas
complementares, que estao disponiveis no Apéndice A.

De maneira geral, a administracdo de V nao foi capaz de alterar, em
comparagao ao grupo diabético tratado com veiculo (HG) dentro do periodo
experimental, os parametros bioquimicos de marcadores de funcao renal, hepatica e
pancreatica, demonstrando que o composto aparentemente n&o afetou a fungao renal,
hepatica ou pancreatica.

Um estudo que avaliou dois complexos de vanadio('V), com semelhanca
estrutural ao composto V, identificou atividade mimética da insulina, com melhora das
funcdes renais e hepaticas, bem como diminui¢gao das complica¢des diabéticas e sem
quaisquer efeitos colaterais (DIAB; HASSAN; EL-MEZAYEN, 2018). Em outro estudo
em que foi avaliado a administracdo do vanadio a longo prazo em ratos (1 ano)
administrado pela via oral ndo foram detectadas alteragdes hematologicas, hepaticas
ou renais (BRICHARD; HENQUIN, 1995).

Extrapolando os marcadores avaliados nesse estudo, outro grupo de
pesquisadores avaliou a administragdo de um complexo de dioxidovanadio(V) a ratos
com diabetes induzida por STZ e este foi capaz de diminuir significativamente a
glicemia, além de culminar em efeitos cardioprotetores (MBATHA et al., 2021).

Dessa forma, o presente estudo identificou que o tratamento INS+V3o foi o
mais efetivo para controlar a glicemia nos animais diabéticos, sem que efeitos tdxicos
pudessem ser observados nos parametros bioquimicos analisados. Porém, baseado
em outros estudos, cabe ressaltar que a diversidade de compostos de vanadio e
metodologias de estudo pode estar ligada aos variados resultados observados. O
mecanismo molecular dos efeitos do vanadio no diabetes permanece incerto, visto
que a atividade da insulina no nivel celular € complexa e varios locais de a¢ao do
vanadio foram propostos para o potencial efeito semelhante (e/ou potencializador) a
insulina.

A relagao entre a insulina e compostos de vanadio pode ser util no tratamento
de DM, visto que tal mecanismo sinérgico € possivel. Inclusive, um experimento

conduzido por um grupo de pesquisadores em humanos demonstrou que a
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administracdo de vanadio permitiu que pacientes diabéticos diminuissem sua
dosagem diaria de insulina (GOLDFINE et al., 1995) reforgando a perspectiva obtida
na presente pesquisa, no qual o composto V foi promissor no tratamento dos animais
diabéticos quando combinado a insulina.

Além disso, a agdo do vanadio parece ir além da agdo na glicemia. Uma
pesquisa demonstrou que o diabetes pode alterar a expressao de 133 genes, sendo
que o tratamento com sulfato de vanadil foi capaz de normalizar a expressao de 30%
desses genes desregulados no diabetes (WILLSKY et al., 2006).

Alguns autores afirmam que diferentes compostos de vanadio, além de serem
capazes de controlar a glicemia e a homeostase da glicose em ratos com diabetes
induzida por STZ, também possuem vantagens adicionais, como preservacao da
funcao secretora de células B pancreaticas e melhor armazenamento de insulina no
pancreas (IGLESIAS-GONZALEZ et al., 2012).
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5 CONCLUSAO

Em conclusdo, a administragao de ([V'VO(mal)(bpy)].H20) (V) melhorou, no
estudo in vitro, a captagao de 2-NBDG em células HepG2 em um efeito semelhante a
insulina quando usada em concentragdes abaixo do ICso.

A administragdo isolada do composto V in vivo, nos ratos Wistar com diabetes
induzido por STZ nao foi capaz de alterar drasticamente a glicemia dos animais,
independentemente da concentragdo utilizada. Entretanto, o efeito foi aumentado
quando 30 mg/kg de peso corporal de V foi associado a insulina.

O papel protetor ou corretivo de ([VVO(mal)(bpy)].H20) nas alteragées
relacionadas ao DM, bem como o potencial da associacdo de INS+V3o, deve ser mais
estudado tendo em vista a possivel utilizacdo de compostos de vanadio no tratamento
de DM.
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CAPITULO 2. POLIMORFISMOS NOS GENES ADIPONECTINA E RECEPTOR-1
DE SABOR MEMBRO 2 NO DIABETES TIPO 1 PRECOCE E TIPO 2

1 OBJETIVOS

1.1 Objetivo geral

Avaliar variagdes genéticas nos genes ADIPOQ e TAS1R2 no Diabetes mellitus

tipo 1 (DM1) de inicio precoce e Diabetes mellitus tipo 2 (DM2).

1.2 Objetivos especificos

e Determinar as frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos nos genes
ADIPOQ (rs266729) e TAS1R2 (rs35874116 e rs12033832) nos grupos
diabéticos e respectivos controles;

e Avaliar associagao entre as variantes genéticas e risco/protegao para o DM1 e
DM2;

e Avaliar associagao entre as variantes genéticas e os marcadores laboratoriais
do perfil lipidico, controle glicémico, e biomarcadores de processo inflamatorio

e estresse oxidativo.
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2 OBESIDADE NO DIABETES

A prevaléncia de sobrepeso e obesidade infantil estd aumentando
globalmente. Sua prevaléncia mundial nas idades entre 5 e 19 anos aumentou
dramaticamente de apenas 4% em 1975 para pouco mais de 18% (340 milhdes de
jovens) em 2016 (NOBLE et al., 2010). Nos EUA, 19,3% das criancas e adolescentes
sofrem de obesidade (TREVINO; DIAZ, 2020), enquanto em paises da Europa a
prevaléncia esta entre 9 e 13%, com os paises mediterraneos tendo as taxas mais
altas (NITTARI et al.,, 2019). Dados atuais do Ministério da Saude do Brasil
demonstram que ao considerar todas as criangas brasileiras menores de 10 anos,
estima-se que cerca de 6,4 milhdes tenham excesso de peso e 3,1 milhdes tenham
obesidade. Entre os adolescentes brasileiros, a estimativa € ainda maior, com cerca
de 11,0 milhdes com excesso de peso e 4,1 milhdes com obesidade (BRASIL, 2022).

Um aumento da prevaléncia de obesidade infantil tem impulsionado um
aumento de problemas médicos como o DM2 em adolescentes (FAGOT-CAMPAGNA,
2000). Uma tendéncia semelhante foi observada em jovens com DM1 (LIPMAN et al.,
2013) e é provavelmente secundaria a fatores como diminui¢ao atividade fisica e sono
e aumento do consumo de alimentos altamente caldricos, bem como uma énfase
excessiva na contagem de carboidratos e/ou estratégias agressivas com tratamento
com insulina para atingir a euglicemia. A prevaléncia de sobrepeso e obesidade no
inicio do DM1 aumentou trés vezes ao longo de duas décadas (LIBMAN et al., 2003).
Surpreendentemente, o excesso de peso e obesidade s&o agora prevalentes entre os
jovens com DM1, e um estudo demonstrou que jovens com DM1 s&o mais propensos
a estar acima do peso do que seus pares sem a condicao (LIU et al., 2010).

A terapia intensiva com insulina, definida como multiplas injecdes diarias ou
terapia com bomba de insulina juntamente com o monitoramento frequente da
glicemia, tornou-se o procedimento padrao para o manejo do DM1 desde o Diabetes
Control and Complications Trial (DCCT) (THE DIABETES CONTROL AND
COMPLICATIONS TRIAL RESEARCH GROUP, 1996). Os estudos do DCCT,
Epidemiology of Diabetes Interventions and Complications (NATHAN; DIABETES
CONTROL AND COMPLICATIONS TRIAL RESEARCH GROUP, 2014) e outros
estudos, como o Pittsburgh Epidemiology of Diabetes Complications (EDC)
(PAMBIANCO et al., 2006), demonstraram redugao da ocorréncia de complicagcbes

como retinopatia proliferativa, nefropatia e doenca cardiovascular em pacientes com
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DM1 recebendo terapia intensiva com insulina. Apesar dos resultados benéficos no
DCCT, os adultos que receberam terapia intensiva com insulina experimentaram uma
taxa trés vezes maior de hipoglicemia grave e ganharam em média 5 kg a mais do
que os adultos recebendo terapia convencional (THE DIABETES CONTROL AND
COMPLICATIONS TRIAL RESEARCH GROUP, 1996).

Ganho excessivo de peso relacionado a terapia intensiva com insulina pode
potencialmente resultar em desfechos cardiovasculares adversos, evidenciado
durante o acompanhamento dos pacientes no DCCT e EDIC, por sua associagao com
aumento da obesidade central, R, dislipidemia, hipertensao, inflamacao generalizada
e aterosclerose (PURNELL et al., 2013). Além disso, e talvez mais alarmante, em
varios estudos de caso foram relatados que varios pacientes jovens com DM1 com
sobrepeso e obesidade também desenvolveram DM2, ou “diabetes duplo”, em que
estes jovens se tornaram resistentes a sua insulina exdgena, sendo Rl a marca
registrada do DM2 (POZZILLI et al., 2011). Tal cenario pode predispor os jovens a
complicagdes cardiovasculares adicionais a longo prazo.

Considerando que o risco da DCV no DM2 tem sido associado de forma
independente com obesidade, Rl e caracteristicas da sindrome metabdlica
(RAWSHANI et al., 2017; BJORNSTAD et al., 2018), essas associagdes foram menos
claramente elucidadas no DM1.

Foi mostrado que um IMC mais alto prediz um perfil cardiovascular mais
anormal entre adolescentes com DM1, que € semelhante, ou menos favoravel, que
em jovens com DM2 em varias métricas, como concentragéo de leptina e proteina C
reativa ultra sensivel (us-PCR) e hipertensdo (TOMMERDAHL et al., 2021).

Ha muito se sabe que a obesidade contribui a fisiopatologia e complicacbes
do DM2 (KAHN; HULL; UTZSCHNEIDER, 2006). Importante, diretrizes especificas
enfatizam o manejo da obesidade em individuos com pré-diabetes e DM2 devido a
forte evidéncia de que o tratamento da obesidade pode retardar o aparecimento do

DM2 e melhorar o controle glicémico (ADA, 2020).

2.1 Causas da obesidade

A obesidade é designada por um aumento do IMC e por baixo grau de

inflamacao sistémica (WHO, 2000). A obesidade € o agente causador de muitas
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doengas como doengas cardiovasculares (principalmente doenga e acidente vascular
cerebral), que foram a principal causa de morte em 2012, Rl e DM2 (Figura 16).

Individuos obesos, além das doencas mencionadas acima, estdo mais
propensos a desenvolver hipertensdo, osteoartrite, sindrome metabdlica,
incontinéncia urinaria, disturbios musculares, doenga pulmonar, sindrome do ovario
policistico, infertilidade, certos tipos de cancer, apneia do sono, problemas
psicoldgicos, preconceito e discriminagdo, e sdo mais propensos a sofrer uma morte
precoce (DESAI; JELLYMAN; ROSS, 2015).

Figura 16. Principais causas e consequéncias da obesidade

Baixa
atividade
Causas fisica

Super Fatores
nutrigao genéticos

Obesidade

Inflamacgao Doenga Diabetes

Efeitos sistémica cardiovacular tipo 2

Fonte: Adaptado de Gomez-Llorente e colaboradores (2017).

Fatores genéticos e de estilo de vida, principalmente supernutricdo (excesso
de ingestao de carboidratos e gorduras e baixa ingestdo de vegetais, frutas e graos
integrais), e baixa atividade fisica s&o fatores importantes que contribuem para o
aumento desta condicdo (MOZAFFARINA et al., 2011).

Embora o inicio e a manutencdo da obesidade estejam ligados a varios
fatores, a predisposicdo genética desempenha um importante papel (CUl; LOPEZ;

RAHMOUNI, 2017). Um estudo realizado na ultima década sobre populagdes de
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gémeos descobriu que a genética contribui para o desenvolvimento da obesidade em
40%-70%, os estudos de associagao de todo o genoma (GWAS) concentraram-se na
identificacdo de variantes genéticas envolvidas no inicio da obesidade; no entanto, a
influéncia que essas variantes em genes envolvidos na regulagédo da ingestéo e
metabolismo tém sobre comportamentos alimentares permanece menos explorado.
Esse mecanismo poderia contribuir indiretamente para o desenvolvimento obesidade
(LLEWELLYN, 2018).

Embora fatores como genética, nutrigdo, estilo de vida sedentario e ambiente
alimentar estejam envolvidos no desenvolvimento da obesidade, em estudos sobre
avaliacdo do apetite e os mecanismos que o regulam destaca-se a importancia dos
processos fisioldgicos, a expressao génica dos hormdnios envolvidos na regulagao da
ingestéo e gasto de calorias, e sinalizagcado de neurotransmissores no cérebro (CHAO
etal., 2017).

Como o peso corporal € amplamente determinado pela ingestdo e gasto
caldrico, o prazer de consumir certos tipos de alimentos - alimentos ricos em gordura
e agucar geralmente onipresentes no ambiente - podem sobrepor os sinais
homeostaticos de saciedade e promover o ganho de peso (FREITAS et al., 2018).
Dentre os fatores capazes de influenciar a ingestao alimentar os habitos culturais, o
acesso aos alimentos e as preferéncias pessoais podem ser citados. As preferéncias
alimentares individuais decorrem dos fatores fisioldégicos e nutricionais, bem como
aspectos econdmicos e socioculturais (GARCIA-BAILO et al., 2009), além disso, ja se
sabe que também pode ser parcialmente determinada pela genética (PIOLTINE et al.,
2018).

A relacéo entre o consumo alimentar e o risco aumentado de desenvolvimento
de DM, como DM2 e DMG, é evidenciado em pesquisas recentes, como em um estudo
de coorte prospectivo com 20.060 participantes do projeto “SUN”, ou Seguimiento
Universidad de Navarra, que encontrou que uma maior ingestdo de alimentos
ultraprocessados esta associado a um maior risco de desenvolvimento de DM2 (LEVY
et al., 2021). O alto consumo de bebidas agucaradas também foi associado ao ganho
de peso, risco de DM2 e, possivelmente, a desfechos de doengas cardiovasculares
(NEELAKANTAN et al., 2022).

No Brasil, o Ministério da Saude recomenda por meio do Guia Alimentar para
a populagcao brasileira que seja priorizada a ingestdo de alimentos in natura e

minimamente processados, evitando o consumo de alimentos ultraprocessados, visto
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que seu desbalang¢o no conteudo nutricional favorece o risco de desenvolvimento de
diabetes (BRASIL, 2014).

2.2 Genbmica da obesidade

O desenvolvimento de sobrepeso ou obesidade é o resultado de coexisténcia
complexa de determinantes e suas interagées em diferentes niveis. Fatores genéticos
que influenciam o desenvolvimento da obesidade tém sido consistentemente
estudado nas ultimas décadas (LOCKE et al., 2015). Os progressos constantes nos
estudos genéticos ampliou o numero de variantes genéticas, polimorfismos de
nucleotideo unico (SNPs), associados ao IMC para 751 (YENGO et al., 2018).

Previamente foi demonstrada a relagao entre a obesidade e vias metabdlicas
em criancas (HUBACEK et al., 2011) e adultos europeus (ZHOU et al., 2012) com o
gene FTO, conhecido por ser o primeiro gene da obesidade identificado pelo estudo
amplo do genoma (Genome Wide Association study - GWAS). No entanto, esses
SNPs explicam apenas 6% da variagdo no IMC. Recentemente, o uso de um escore
de risco poligénico (Polygenic Risk Score - PRS) incorporando todas as informagdes
de 2,1 milhdes de SNPs, independentemente de sua significancia em todo o genoma,
aumentou a variagéo explicada pelo IMC para 23%, reforcando a énfase de entender
0s mecanismos subjacentes pelos quais os SNPs relacionados a obesidade podem
influenciar os parametros de composigao corporal. O referido PRS proposto por Khera
e colaboradores (2109) foi baseado no IMC adulto, mas também mostrou associagdes
confiaveis em criangcas (KHERA et al., 2019).

De maneira geral, a maioria dos /oci identificados pelos GWAS para os
desfechos relacionados a obesidade foram identificados na populagao adulta. No
entanto, a maioria destes mencionados loci também estdo associados a obesidade
em criangas e adolescentes, sugerindo que o perfil genético de obesidade permanece
constante durante o curso de vida (BRADFIELD et al., 2019). Curiosamente, um
estudo mostrou que variantes genéticas relacionadas ao IMC em adultos foram mais
significativamente associadas ao IMC de criangas durante a recuperagcdo da
adiposidade (por volta dos 5 anos), do que no pico de adiposidade (abaixo de 9 meses
de idade), com variantes genéticas influenciando ligeiramente o IMC neste ultimo
grupo (ALVES et al., 2019). Esses os achados reforgcam a ideia do uso de PRS em

adultos em criangas e adolescentes. No entanto, o uso de um PRS especifico baseado
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no IMC das criangas pode até aumentar o percentual de variagao explicada. Assim, o
desenvolvimento de PRSs e escores de risco genético (Genetic Risk Scores - GRS)
em populacdes de idade precoce ajudaria a entender a expressao dos mecanismos
de predisposi¢céo a obesidade durante a infancia (SERAL-CORTES et al., 2021).

2.3 Genética do controle da ingesta alimentar

As propriedades orossensoriais dos alimentos sao percebidas através de uma
combinagdao de sabor, textura e olfato. A hereditariedade do sabor esta bem
estabelecida em estudos de gémeos e familiares, com estimativas de herdabilidade
de 30% a 50% para prazer, consumo e desejos por alimentos doces (KESKITALO et
al., 2008). Os mecanismos centrais de deteccdo de nutrientes e qualidade dos
alimentos apenas recentemente tornou-se objeto de estudos. A gordura fornece duas
vezes mais calorias por grama quando comparado com proteina ou carboidrato. Esta
bem estabelecido que os alimentos palataveis, ricos em gordura e refinados agucares
promovem por¢des maiores de refeicdo, menor saciedade pds-prandial, e maior
ingestéo calorica do que dietas ricas em carboidratos, mas com baixo teor de gordura
(SALBE et al., 2004).

Tradicionalmente, ha perspectivas contrastantes sobre os mecanismos
subjacentes a palatabilidade dos alimentos. A visdo homeostatica da palatabilidade
sugere que a palatabilidade reflete a necessidade bioldgica subjacente dos nutrientes,
enquanto a visdo heddnica de palatabilidade sugere que certos alimentos envolvem o
processamento de recompensas e, portanto, sdo palataveis. Estudos em roedores
sugeriram que vias neurais especificas, por exemplo, envolvendo o receptor de
melanocortina-4 (Mc4r), desempenham um papel na preferéncia pela gordura da dieta
e contra a sacarose da dieta (PANARO; CONE, 2013).

Até o momento, poucos estudos abordaram a preferéncia por nutrientes
especificos em humanos, embora estudos com gémeos tenham encontrado
estimativas de herdabilidade de 53%-62% para a ingestao/preferéncia por alimentos
com alto teor de gordura/sacarose. Ha uma pesquisa consideravel sendo realizada
dentro industria alimenticia com foco no desenvolvimento de alimentos que oferegam
algumas das propriedades sensoriais da gordura (miméticos da gordura), mas nao
possuam alto teor de gordura. O potencial de modificar os alimentos para beneficios

da saude € uma area de desenvolvimento consideravel; tal trabalho vai precisar levar
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em consideracdo uma compreensdo da biologia fundamental que sustenta os

aspectos do comportamento alimentar (SMITH et al., 2016).

2.4 Polimorfismos em genes que afetam o consumo alimentar

Os habitos alimentares e, consequentemente, o estado nutricional de um
individuo possui relagédo direta com a percepgao dos paladares doce, amargo,
salgado, azedo e umami, pois estes desempenham um papel fundamental na
determinagao da preferéncia alimentar (GARCIA-BAILO et al., 2009). As diferengas
interindividuais nos limiares de detecgdo de sacarose sédo reconhecidas ha muito
tempo (BLAKESLEE; SALMON, 1935). Assim, entender os genes relacionados e as
diferengas genéticas que possam influenciar a ingestdo de alimentos pode trazer
avangos no tratamento e na prevencao do DM, por isso, em 1974 Fuller deu inicio aos
estudos sobre a genética da percepgao dos sabores (FULLER, 1974).

A relacéo entre as alteragcdes genéticas dos genes dos receptores de paladar
e o0 DM é pautada no reconhecimento de que o sabor dos alimentos é um importante
preditor na escolha e preferéncia alimentar e, consequentemente, para a formacéao
dos habitos alimentares (GALINDO et al., 2012) e polimorfismos nos genes que
codificam os receptores de sabor também podem explicar a variabilidade da
preferéncia e consumo alimentar da populagdo (RANKINEN; BOUCHARD, 2006).

A acédo dos receptores de paladar na regulagdo hormonal é citada e além da
leptina, peptideo semelhante a glucagon 1 (GLP-1) e insulino-dependente de
glicosepeptideo trépico (GIP), o horménio adiponectina também €& importante por
exercer uma infinidade de efeitos sistémicos que incluem a promocao do gasto
energético, sensibilidade a insulina e perda de apetite (KADOWAKI et al., 2006).

A adiponectina desperta o interesse devido seu potencial papel como uma
adipocina sensibilizadora da insulina e as robustas correlagdes negativas de suas
concentragdes circulantes com a Rl e risco de DM2 e sua relagdo inversa com
sobrepeso e obesidade. Assim, a Rl associada a hipoadiponectinemia pode estar
envolvida no aumento da ingest&o alimentar (COOK; SEMPLE, 2010).

Estudos genéticos sobre o gene da adiponectina humana sugerem fortemente
o papel da adiponectina como determinante da suscetibilidade a RI bem como seu

envolvimento na patogénese do diabetes. Foram encontrados varios SNPs no gene
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da adiponectina diretamente associados a diferentes tipos de diabetes, incluindo DM1,
DM2 e DMG (HOWLADER et al., 2021).

2.4.1 Receptores do sabor doce

O papel fisiolégico do paladar é fornecer a capacidade de detectar os
principais nutrientes, ainda antes da ingestao/degluticdo, para evitar gosto amargo,
moléculas potencialmente nocivas, como alcaloides vegetais. Entre as cinco
modalidades basicas de sabor (doce, umami, amargo, salgado e azedo), o sabor doce
€ considerado o principal determinante da escolha alimentar. Um sabor doce indica a
presenca de carboidratos ricos em energia, como glicose, que aumenta o tom
hedbnico dos alimentos e influencia fortemente o nosso comportamento alimentar
(LAFFITTE; NEIERS; BRIAND, 2014).

Uma grande descoberta ocorreu no inicio dos anos 2000, quando foi
observado que a detec¢éo do sabor doce € em grande parte mediada por um unico
receptor. Este receptor € composto por dois receptores acoplados a proteina G (G
Protein-Coupled Receptors - GPCRs): tipo 1, membro 2 (T1R2) e tipo 1, membro 3
(T1R3). O receptor de sabor doce T1R2/T1R3 responde a varios componentes, como
agucares naturais, adogantes artificiais e naturais, alguns D-amino proteinas e
proteinas de sabor doce (BEHRENS; MEYERHOF, 2011). Além disso, foi
demonstrado que o T1R3 tem a capacidade de formar um homodimero T1R3/T1R3
que € sensivel a monosacarideos e dissacarideos, mas apenas em altas
concentragdes (BEHRENS; MEYERHOF, 2011). Curiosamente, foi mostrado que a
subunidade T1R3 ao complexar com receptor tipo 1, membro 1 (T1R1) forma o
receptor heterodimérico umami (T1R1/T1R3), que é sensivel a L-aminoacidos, como
glutamato monossodico e aspartato. As subunidades T1R1, T1R2 e T1R3 séao
membros da pequena familia de GPCRs classe C, os quais compartiham uma
arquitetura comum, incluindo um grande dominio aminoterminal (AminoTerminal
Domain - ATD). Este ATD contém um dominio armadilha de Vénus (Venus FlyTrap -
VFT) e um curto dominio rico em cisteina, que conecta o ATD ao dominio
transmembrana a-helicoidal caracteristico das GPCRs (LAFFITTE; NEIERS;
BRIAND, 2014).

Resumidamente, o receptor do paladar doce é um heterodimero de duas

subunidades proteicas, a T1R2 (receptor de sabor, tipo 1, membro 2) e a T1R3
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(receptor de sabor, tipo 1, membro 3), estes sédo codificados, respectivamente, pelos
genes TASTRZ2 e TAS1R3 localizados no cromossomo 1 humano (LIAO; SCHULTZ,
2003). Considera-se que o T1R2 é o componente especifico para a percepgao do
paladar doce, pois o0 T1R3 também esta envolvido na detec¢gdo de umami quando se
dimeriza com T1R1 (TODA et al., 2013).

Na cavidade oral, compostos doces (semelhantes a outros estimulos gustativos
basicos) interagem com detectores de paladar expressos nas membranas apicais de
células receptoras gustativas. Essas células gustativas sdo encontradas como
agregados em estruturas em forma de cebola chamadas de botbes gustativos. A
ativagao do receptor de sabor doce nas papilas gustativas por compostos doces induz
uma cascata de transducdo intracelular, levando a despolarizacdo das células
receptoras gustativas (Figura 17). Os principais eventos de transdugao de sinal foram
identificados. A ligacdo de compostos doces ao receptor T1R2/T1R3 resulta na
dissociagdo da proteina G heterotrimérica (a-gustaducina, GB3, e Gy13), levando a
um aumento da atividade da fosfolipase C-B2 (PLC-B2), que resulta na liberagao de
Ca?* dos estoques intracelulares mediado pelo receptor de inositol 1,4,5-trifosfato
(IPs), o que promove a abertura de um canal idnico de potencial transitorio, um canal
catiénico do receptor de potencial transitorio da subfamilia M membro 5 (Transient
Receptor Potential cation channel subfamily M member 5 - TRPMPS) (IWATSUKI,
UNEYAMA, 2012). Este mecanismo de transducédo, comum a deteccédo de sabores
doce, umami e amargo, leva a despolarizagcdo da membrana, gerando um potencial
de acgéo e levando a liberagao de adenosina trifosfato (ATP) como um transmissor
para ativar fibras gustativas aferéncias (Figura 17).
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Figura 17. Sinalizagéo através dos T1R2/T1R3 nas células tipo Il das papilas gustativas, no
intestino e nas células B do pancreas
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No papilas gustativas, o dimero dos receptores T1R2/T1R3 ativado interage com proteinas G
heterotriméricas compreendendo a-gustaducina, GB3 e Gy13. Depois da dissociagcéo das subunidades
da proteina G, a subunidade Gpy interage com a fosfolipase C-2 (PLC-B2), que por sua vez cliva o
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) em inositol 1,4,5-trifosfato (IP3), produzindo diacilglicerol (DAG). IP3
estimula a liberagdo de Ca?* do reticulo endoplasmatico (RE) via ativagdo do receptor IP3 tipo Il (IP3-
R). A elevacgéo intracelular do Ca?* ativa o canal TRPM5, levando a despolarizagdo da membrana, que
promove a abertura do canal de ATP Panexina-1 (Px-1) e liberagcdo ATP, estimulando as fibras
nervosas eferentes. No intestino, a via de transducao de sinal € semelhante ao descrito nas papilas
gustativas. A estimulagcéo da glicose (Glc) do receptor T1IR2/T1R3 desencadeia a secreg¢éo de duas
incretinas, GLP-1 e GIP, e aumenta a expressao do cotransportador sodio-glicose-1 (SGLT-1) para a
membrana plasmatica. Nas células 3 do pancreas, a Glc é transportada pelo transportador de glicose-
2 (GLUT-2). A glicdlise leva a um aumento de ATP, levando ao fechamento do canal Katp, 0 que causa
despolarizagédo. Essa despolarizagéo, por sua vez, ativa o canal de calcio (VDCC), levando ao acumulo
de Ca?* no citoplasma e a secregdo de insulina. Foi proposto que o receptor T1R2/T1R3 esta implicado
na regulacédo da secregdo de insulina. ATP, trifosfato de adenosina; GIP, peptideo insulinotrépico
dependente de glicose; GLP-1, peptideo-1 semelhante a glucagon; TRPMS5, canal catidnico potencial
do receptor transitério da subfamilia M membro 5.

Fonte: Adaptado de Laffitte, Neiers e Briand (2014).

A expressdo dos receptores T1R2/T1R3 foi relatada em varios tecidos
extragustativos como proposta de atuar na regulacdo de processos metabdlicos

(LAFFITTE; NEIERS; BRIAND, 2014). Os érgaos no qual a expressao foi relatada é

ilustrada na Figura 18.
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Figura 18. Expressao dos receptores T1R2/T1R3 em tecidos extragustativos
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Referéncias indicadas em colchetes: [1] (BEHRENS; MEYERHOF, 2011), [2] (HENQUIN, 2012), [3]
(ELLIOTT; KAPOOR; TINCELLO, 2011) [4] (SIMON et al., 2014) [5] (REN et al., 2009) [6] (MAX et al.,
2001) [7] (FOSTER et al., 2013) [8] (HASS; SCHWARZENBACHER; BREER, 2010) [9] (ROZENGURT
et al., 2006) [10] (DYER et al., 2005) [11] (MOSINGER et al., 2013) [12] (MASUBUCHI et al., 2013).
Fonte: Adaptado de: (LAFFITTE; NEIERS; BRIAND, 2014).

No estdmago, por exemplo, o T1R3 € expresso nas células enteroenddcrinas,
que também sao conhecidas por secretar horménios, como a grelina, ou chamada
popularmente como o horménio da fome. Depois do aumento na concentracao
sanguinea de glicose ou aminoacidos, a liberagdo de grelina é suprimida. Isso ocorre
pois T1R3 é expresso nas células produtoras de grelina no estbmago, sendo proposto
que T1R3 esta envolvido no ajuste da liberagao de grelina apds a ingestao de glicose
(HASS; SCHWARZENBACHER; BREER, 2010; JANSSEN et al., 2011).
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Os receptores T1R2 e T1R3 sao expressos em todo o intestino delgado em
células enteroenddcrinas (Figura 17), que secretam dois horménios da saciedade:
GLP-1 e GIP (DYER et al., 2005; JANG et al., 2007). No duodeno, o nivel de
expressao do receptor de paladar doce é regulado pelas concentragbes de glicose
luminal e sistémica, podendo estar desregulado em portadores de DM2. Todos esses
dados sugerem que tanto o heterodimero do receptor de sabor doce quanto a a-
gustaducina desempenham papéis-chave no intestino no processo de detecgao de
carboidratos (YOUNG et al., 2013).

No pancreas, as células B localizadas nas ilhotas de Langerhans estédo
envolvidas na regulagdo das concentragbes plasmaticas de glicose através da
secrecdo de insulina (Figura 17). Quando a concentracdo de glicose na corrente
sanguinea aumenta, a quantidade de glicose transportada ativamente em células 3
também aumenta. A glicose é transportada por um transportador de glicose (GLUT)
tipo 2; subsequentemente, a glicélise leva a producado de ATP. O aumento de ATP é
entao responsavel pelo fechamento dos canais de K* sensivel ao ATP, que gera um
aumento intracelular de Ca?* através da ativagdo de canais de célcio voltagem
dependente, levando a despolarizagdo da membrana. Muitas linhas importantes de
evidéncias suportam a existéncia de uma segunda via sinérgica para a regulagao da
liberacdo de insulina: todos os componentes necessarios para a detecgao de
compostos de sabor doce, incluindo a-gustaducina, T1R2 e T1R3, estédo presentes na
superficie da célula g humana (HENQUIN, 2012); um aumento na liberag&o de insulina
na presenga de concentragdes fisioldgicas de glicose € induzido por estimulagédo com
frutose ou adogantes artificiais, como sacarina, ciclamato ou acessulfame de potassio
(MALAISSE et al., 1998); e a liberacdo de insulina induzida pela estimulagdo da
frutose é rapida em comparacdo com a resposta esperada para a via metabdlica, e
nenhum efeito metabdlico da frutose em células B foi relatada. O papel do receptor
doce na regulagao da insulina no pancreas levanta a questao se o receptor do sabor
doce tem mais extensos papéis na liberacdo de hormdnios e regulagdo do
metabolismo energético (LAFFITTE; NEIERS; BRIAND, 2014).

O tecido adiposo, composto principalmente de adipocitos, € importante para
0 armazenamento de lipidios, mas também é um importante “érgéo” endocrino. T1R2
e T1R3 s&o funcionalmente expressos no tecido adiposo de camundongo, com

expressao significativamente maior de T1R3 em comparagao com T1R2; isso sugere
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que uma alta porcentagem de T1R3 esta presente como um homdémero (MASUBUCHI
et al., 2013), provavelmente na forma homodimérica (MAITREPIERRE et al., 2012). A
estimulacédo de adipogénese e a supressdao da lipolise € observada apos a
estimulacdo de adipdcitos com sacarina e acessulfame de potassio.
Interessantemente, esses efeitos ainda foram observados na auséncia de T1R2 e
T1R3, sugerindo a existéncia de um receptor adicional desconhecido para esses
adocantes (SIMON et al., 2013).

Dessa forma, considera-se que as proteinas da familia envolvidas nos
receptores de sabor estdo associadas, tanto ao carater heddnico, aceitagdo e
comportamento alimentar, como também na resposta neuroenddécrina no controle do
balangco energético e metabolismo de nutrientes, além de alteragdes na glicemia e
insulinemia (LAFFITTE; NEIERS; BRIAND, 2014).

2.4.1.1 Receptor T1R2

O gene TAS1R2, responsavel pela codificagdo da proteina T1R2 (receptor do
sabor doce), esta localizado no cromossomo 1p36.13 e possui seis éxons (LI et al.,
2005) (Figura 17).

O gene TAST1RZ2 é caracterizado por uma alta diversidade genética (KIM et
al., 2006; WANG et al., 2020). As analises genéticas evolutivas (WOODING et al.,
2004) e os ensaios de atividade bioquimica (BUFE ef al., 2005) sugeriram que grande
parte da variacdo da sequéncia de DNA resulta em funcdes alteradas do receptor.
Acredita-se também que o splicing alternativo seja importante para a proteina
sinterizada, afetando potencialmente quais éxons sdo usados no RNAm final
(WAKSMONSKI; KOPPEL, 2016). Assim, a variacao genética nos genes TAS1R pode
afetar a sequéncia de aminoacidos das proteinas da subunidade T1R e
consequentemente afetar a funcao do receptor (KIM et al., 2006). Acredita-se que
essa diversidade genética resulta de vantagem seletiva em vez de uma deriva
genética neutra. Sua variagdo genética pode estar associada com maior sensibilidade
ao determinado tipo de paladar e resultam em uma maior ingestao de alguns alimentos

considerados mais palataveis aos portadores do polimorfismo (MELO et al., 2017).
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Figura 17. Estrutura génica do TAS1R2 e localizagdo dos polimorfismos rs35874116 e
rs12033832
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Os éxons sao representados em caixas (o tamanho em bp de cada éxon esta entre parénteses) e os
introns como linhas. Em destaque os polimorfismos avaliados neste estudo.
Adaptado de Li e colaboradores (2005).

Portanto, por serem altamente polimérficos, e apesar da maioria dos
polimorfismos desse gene ndo conferir mudancgas funcionais as proteinas codificadas,
a compreensédo da relagéo entre as variantes n&do funcionais no gene e os fenétipos
relacionados a alimentacao € importante para identificar os marcadores de risco para
doencas crbnicas (CHOQUET; MEYRE, 2011), especialmente o DM, visto que outros
autores, ao combinar abordagens genéticas humanas com triagem de polimorfismos
relacionados ao sabor, identificaram uma ligagdo importante entre a fungdo do
receptor de sabor e a modulagdo da homeostase da glicose (DOTSON et al., 2008).

A ADA afirma que a alimentacao é importante na prevencao do DM, porém,
as constantes demandas comportamentais na autogestdo do DM relacionadas a
ingestao alimentar dentro de determinados padrdes estéo relacionadas a progressao
da doenga. Além do controle diario da alimentacdo, diferentes comportamentos
alimentares sao observados, por exemplo, portadores de DM1, pela omissdo da
insulina que resulta em glicosuria, o comer desordenado € comumente relatado,
enquanto no DM2 a compulséo alimentar é o relato mais frequente (ADA, 2020).
Dessa forma, os receptores de paladar doce foram reconhecidos como um potencial
novo alvo terapéutico para o tratamento da obesidade e de disfungdes metabdlicas
relacionadas, como o DM (LAFFITTE; NEIERS; BRIAND, 2014).

Apesar de haver evidéncias de que variagdes genéticas no receptor TAS1R2
podem contribuir para diferengas interindividuais na ingestdo alimentar (GARCIA-

BAILO et al., 2009), poucos estudos até o presente momento investigaram
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especificamente a suposta associacdo entre os polimorfismos relacionados aos
receptores gustativos e o DM.

Um estudo avaliando duas diferentes populagdes, relacionou a maior ingestao
de acgucar ao polimorfismo rs35874116 no gene TAS7TR2 em individuos com
sobrepeso e obesos, e ainda, ao consumo regular de agucares em individuos
saudaveis e diabéticos (ENY et al., 2010). Dias e colaboradores relataram que outro
polimorfismo nesse gene, o rs12033832, foi relacionado a ingestao de agucar (DIAS
et al., 2015). Assim, os receptores gustativos podem afetar a homeostase da glicose
por meio de um mecanismo gustativo, alterando as qualidades percebidas dos
alimentos e impactando na preferéncia e ingestao alimentar (BUFE et al., 2005).

O polimorfismo rs35874116 esta localizado no éxon 3 (KIM et al., 2006) e
trata-se de um polimorfismo ndo sinbnimo, que ocasiona a substituicdo de
aminoacidos na posi¢gao 191, de uma isoleucina por uma valina, que se encontra em
um potencial dominio de ligagao ao ligante do receptor de paladar doce (ENY et al.,
2010). O significado funcional do polimorfismo rs35874116 ainda ndo € totalmente
esclarecido e atualmente ndo ha informagdes sobre este assunto no banco de dados
PolyPhen (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/data/), mas sabe-se que essa
variagao esta localizada no dominio extracelular, nas regides de ligacédo do ligante do
receptor de paladar doce (LIAO; SCHULTZ, 2003; KIM et al., 2006). Eny e
colaboradores levantaram a hipotese de que este polimorfismo pode nédo ser um
polimorfismo causal, mas pode estar em desequilibrio de ligagdo com um polimorfismo
causal (ENY et al., 2010).

O polimorfismo rs12033832, por sua vez, esta localizado no éxon 6 do gene,
decorre da substituicdo G>A/G>C e consiste em uma mutagao sindnima, ou seja, nao
resulta em alteragdes nos aminoacidos. No entanto, ja existem evidéncias de que essa
variagao silenciosa ocasiona alteracdes funcionais nas proteinas, que podem afetar a
expressao génica de TASTR2.

No estudo realizado por Dias e colaboradores, foi observado que o
rs12033832 foi capaz de afetar tanto o paladar doce quanto a ingestao alimentar de
agucar. Em individuos com IMC 2 25 kg/m?, os portadores do alelo G tiveram maiores
limiares de deteccdo de sacarose, classificacbes mais baixas de sensibilidade
gustativa supralimiar e uma maior ingestao de acgucares totais (DIAS et al., 2015). Han,

Keast e Roura também identificaram que portadores do alelo G deste polimorfismo
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consumiram mais carboidratos como porcentagem de energia ao se servirem em um
buffet (HAN; KEAST; ROURA, 2017).

Essa complexa diversidade é notavel ao revisar estudos que relatam
resultados acerca da relagao entre tais polimorfismos e o consumo alimentar. Uma
associacdo entre o rs12033832 com maiores limiares de paladar de sacarose e
ingestao de agucar em individuos com excesso de peso foi documentada (DIAS et al.,
2015), e para o rs35874116, variagdes genéticas na subunidade receptora de sabor
doce TAS1R2 foram capazes de contribuir para variacées interindividuais no consumo

de agucar em individuos canadenses (ENY et al., 2010).

2.4.2 Adiponectina

A adiponectina, uma proteina de 30 kDa com 244 aminoacidos e € conhecida
como AdipoQ (EISSA, 2016). Esta pertence a familia das adipocinas, que sao
proteinas bioativas secretadas principalmente pelo tecido adiposo que agem
localmente ou a distancia para afetar todo o metabolismo corporal (LARA-CASTRO et
al., 2007). A proteina AdipoQ € composta por quatro dominios, incluindo peptideo sinal
N-terminal, regido ndao homodloga (regiao variavel), dominio colageno e dominio
globular C-terminal (SCHERER et al., 1995). O dominio colageno € composto por 22
repeticbes Gly-X-Pro/Gly-X-X, e o dominio esférico C-terminal € semelhante a
estrutura do componente complemento 1 q (C1q) e do colageno tipo Vlll/tipo X. O
monémero de adiponectina existe principalmente na forma de adiponectina de
comprimento total e adiponectina globular, que foi clivada da adiponectina de
comprimento total pela esterase de leucécitos (FRUEBIS et al., 2001) (Figura 20).

A adiponectina circula em multiplas formas no plasma (PAJVANI et al., 2003).
Dentro dos adipécitos, esses complexos sdo capazes de se ligar a outros para formar
multimeros de peso molecular médio (Middle Molecular Weight — MMW) e alto peso
molecular de peso (High Molecular Weight- HMW). A unidade basica de
oligomerizagdo € o trimero, também chamado de adiponectina de baixo peso
molecular (Low Molecular Weight — LMW), o mondmero de adiponectina forma um
dimero por ligagao dissulfeto com outro monémero, que polimeriza com um terceiro
mondmero para formar adiponectina LMW. Dois homotrimeros formam adiponectina
MMW por uma ligagdo dissulfeto. Os hexameros sao ligados por ligagdes nao

covalentes para formar adiponectina HMW. A formacgao do complexo de polimerizagao
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da adiponectina é regulada por hidroxilagéo e glicosilacdo de residuos de lisina no
dominio colageno (WANG et al., 2008) (Figura 20). A isoforma HMW foi proposta para
ter uma forte associagao com a RI, sindrome metabdlica e doencgas cardiovasculares.
Assim, foi proposto que HMW é a isoforma mais biologicamente ativa da adiponectina
em relagdo a agao da insulina (PAJVANI et al., 2004; LIU; LIU, 2009).

Figura 20. Estrutura da adiponectina e principais mecanismos de acdo na manutencao da
homeostase metabdlica
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Uma adiponectina de comprimento total (~30 kDa) consiste em um dominio globular, um dominio
colageno, um dominio especifico da espécie (regido variavel) e um peptideo sinal. A oligomerizagao
facilita a formagédo de o trimero (LMW), hexadmetro (MMW) e adiponectina de alto peso molecular
(HMW). A adiponectina completa (mondmero) pode sofrem clivagem proteolitica, cujo fragmento
proteolitico corresponde a adiponectina globular. A adiponectina é uma adipocina anti-inflamatéria
secretada principalmente pelos adipdcitos para a circulagdo, onde afeta muitas fungdes bioldgicas,
como sensibilidade a insulina e metabolismo de lipideos e glicose.

Abreviagdes: LMW, baixo peso molecular; MMW, peso molecular médio; HMW, alta peso molecular;
LDL-c, colesterol da lipoproteina de baixa densidade.

Adaptado de: Kim e colaboradores (2020); Polito e colaboradores (2020); Tang e colaboradores (2021).

A concentragao circulante de adiponectina é afetada por varios fatores, como
o género. De fato, esta bem estabelecido que as mulheres apresentam maior
concentragéo plasmatica de adiponectina do que os homens (ANDREASSON et al.,
2012). Além disso, a concentragdo plasmatica de adiponectina € inversamente
correlacionada com o IMC, mas este parametro global ndo é suficiente para refletir a
capacidade de os diferentes depésitos de tecido adiposo para produzir adiponectina,

o qual varia enormemente dependo da sua localizacdo anatébmica: o tecido adiposo
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visceral produz menos adiponectina do que o tecido adiposo subcutaneo (TURER et
al., 2011). Por fim, o tamanho de adipdcitos no tecido adiposo também € um
importante preditor da expressao da adiponectina: hipertrofia dos adipécitos levando
a génese de grandes adipdcitos esta associada a concentragdes plasmaticas mais
baixas de adiponectina (MICHAUD et al., 2014). Tem sido sugerido que alguns fatores
dietéticos, como proteina de soja (NAGASAWA et al., 2002), 6leos de peixe (FLACHS
et al., 2006) e acido linoleico (NAGAO et al., 2003), aumentam as concentragdes
plasmaticas de adiponectina. Por outro lado, uma dieta rica em carboidratos parece
diminuir as concentracdes plasmaticas de adiponectina (PISCHON et al., 2005). Em
estudos humanos, a proporgéo e o tipo de carboidrato ingeridos estdo relacionados
com a concentracdo de adiponectina (SONG et al., 2016; ZHANG; JIAO; KONG,
2017; SHIH et al., 2021). Também tem sido sugerido que o estresse oxidativo inibe a
expressao de adiponectina (FURUKAWA et al., 2004).

A adiponectina € conhecida por estar envolvida em diversas atividades
metabdlicas, incluindo o metabolismo de lipidios e oxidagdo de acidos graxos
(YAMAUCHI et al., 2002b; YOON et al., 2006; CHOI et al., 2018; PANDEY et al.,
2019), regulacédo da glicemia (YAMAUCHI et al., 2002a) e sensibilidade a insulina
(BERG et al., 2001; YAMAUCHI et al., 2001; MAEDA et al., 2002; AWAZAWA et al.,
2011), bem como atividade anti-inflamatéria (VILLARREAL-MOLINA; ANTUNA-
PUENTE, 2012), angiogénese (OUCHI et al., 2004), imunidade (POLITO et al., 2019)
e na regulacao da ingest&do de alimentos e gasto de energia (SELKOE; HARDY, 2016)
(Figura 20).

A adiponectina exerce essas varias fung¢des bioldgicas através da ligagéo aos
receptores de adiponectina (Figura 19). Varios receptores de adiponectina foram
identificados, incluindo o receptor de adiponectina 1 (AdipoR1), receptor de
adiponectina 2 (AdipoR2), T-caderina (caderina 13, cdh13) e Calreticulina (CRT). A
estrutura dos receptores AdipoR1 e AdipoR2 contém 7 dominios transmembrana com
o N terminal intracelular e o C terminal extracelular, o que contrasta com os receptores
acoplados a proteina G. A estrutura cristalina de AdipoR1 e AdipoR2 possuem
grandes lacunas e 7 sitios de ligagéo ao zinco dentro dos dominios transmembrana
(YAMAUCHI, T. et al., 2003). Em mamiferos, AdipoR1 é expresso principalmente no
musculo, enquanto AdipoR2 é altamente expresso no figado (WANG et al., 2018).
Além disso, AdipoR1 e AdipoR2 foram expressos no cérebro, como no hipotalamo,

tronco cerebral e coértex cerebral, tanto em humanos como em roedores. No
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hipotalamo, AdipoR1 e AdipoR2 sdo expressos pelos neurénios que expressam pro-
opio-melanocortina (ProOpioMelanoCortin - POMC) e o neuropeptideo Y (NPY), que
desempenham papéis criticos na regulagdo do comportamento alimentar (GUILLOD-
MAXIMIN et al., 2008).

Como membro da familia das caderinas, a T-caderina € uma glicoproteina da
superficie celular com glicosilfosfatidilinositol (Glycosyl Phosphatidylinositol - GPI)
ancorado e ndo possui os dominios de sinalizacao citoplasmatico e transmembrana
(HUG et al., 2004). A T-caderina € altamente expressa principalmente em células
endoteliais e células musculares lisas de mamiferos, ja sendo comprovado que a T-
caderina, principalmente expressa no coragdo, musculo e aorta de camundongos,
desempenha papéis importantes no acumulo de adiponectina nos tecidos (DENZEL
et al., 2010).

Além disso, a T-caderina € expressa por projecoes de neurdnios de dentro
dos bulbos olfatérios principais e acessorios em camundongos (AKINS; BENSON;
GREER, 2007) e no cérebro de humanos adultos, incluindo cortex cerebral, medula,
talamo e mesencéfalo. O preciso mecanismo pelo qual a T-caderina influencia a
sinalizagao intracelular nao é claro, mas foi sugerido que este receptor pode requerer
interacdo com proteinas transmembrana para algumas acoes fisiolégicas (PARKER-
DUFFEN et al., 2014). A analise de imunofluorescéncia mostrou que a T-caderina foi
co-localizada com a fosfolipase C B2 em células receptoras gustativas tipo 2 em
camundongos (CROSSON et al., 2019). Nao esta clara se T-caderina medeia a fungéo
da adiponectina no sistema nervoso central.

A calreticulina € uma chaperona luminal tamponante de Ca?* do reticulo
endoplasmatico (RE) (MICHALAK et al., 2009). A calreticulina € expressa
principalmente tanto no fagécito quanto na superficie de célula apoptotica e esta
envolvida na captacdo de células apoptdticas mediada por adiponectina. Em
macrofagos humanos e células THP-1, a administragdo de anticorpo anti-calreticulina
ou de pequeno RNA interferéncia (siRNA) bloqueia significativamente a fagocitose
estimulada por adiponectina, que nao foi observada durante o tratamento com siRNA
de AdipoR1, AdipoR2 ou T-caderina (TAKEMURA et al., 2007).

A afinidade dos receptores de adiponectina para diferentes formas de
adiponectina varia em diferentes tecidos. AdipoR1 tem alta afinidade por adiponectina
globular, mas baixa afinidade por adiponectina de comprimento total no musculo

esquelético, e AdipoR2 tem afinidade moderada por adiponectina de comprimento
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total e adiponectina globular no figado (HUG et al., 2004). A T-caderina funciona como
um receptor para HMW e MMW, mas ndo para adiponectina globular ou LMW
(CLARK; TAYLOR; ZAHRADKA, 2017) (Figura 21).

Figura 21. Transducéao de sinal pelos receptores da adiponectina
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A adiponectina globular existe como um trimero, enquanto a adiponectina de comprimento total existe
como pelo menos 3 espécies de multimeros: um trimero (LMW), um hexamero (MMW) e um multimero
HMW. A supressao de AdipoR1 por RNAI reduz marcadamente adiponectina, enquanto a supressao
de AdipoR2 por RNAIi reduz amplamente a ligagéo especifica da adiponectina de comprimento total. A
linha pontilhada entre AdipoR2 e adiponectina globular reflete que AdipoR2 é um receptor de afinidade
relativamente baixa para adiponectina globular. AdipoR1 e AdipoR2 nao parecem estar acoplados as
proteinas G, uma vez que a superexpressao de AdipoR1/R2 tem pouco efeito sobre AMPc, GMPc e
niveis de Ca** intracelular, mas, em vez disso, esses receptores ativam conjuntos exclusivos de
moléculas de sinalizagao, como PPARa, AMPK e p38 MAPK. Em miocitos C2C12 que superexpressam
AdipoR1/R2, a adiponectina estimula a ativacdo de PPARa, AMPK e p38 MAPK, captacéo de glicose
e oxidacao de acidos graxos. A supressdo de AMPK ou PPARa reduz parcialmente a oxidagcéo de
acidos graxos estimulada por adiponectina e a supressao de AMPK ou p38 MAPK parcialmente reduz
a captacéo de glicose estimulada por adiponectina. Em hepatdcitos que superexpressam AdipoR1/R2,
a adiponectina estimula a oxidagdo de PPARa ou AMPK e de &cidos graxos (YAMAUCHI et al., 2003).
A supressdo de AMPK ou PPARa nestes hepatdcitos reduz parcialmente a oxidagdo de acidos graxos
estimulada por adiponectina. Além disso, o tratamento com adiponectina reduz as concentragéo de
glicose no plasma e as moléculas envolvidas na gliconeogénese no figado e AMPK dominante-negativo
reduz parcialmente esses efeitos. Esses dados suportam a conclusao de que AdipoR1 e AdipoR2
servem como receptores para adiponectina globular e de comprimento total e medeiam o aumento de
AMPK, atividades dos ligantes de PPARa, p38 MAPK e fungdes bioldgicas induzidas por adiponectina.
A T-caderina é capaz de se ligar a adiponectina, mas acredita-se que nao tenha efeito sobre a
sinalizacao celular da adiponectina, uma vez que a T-caderina ndo possui um dominio intracelular (HUG
etal., 2004). Interagdo de APPL1 com AdipoR1 parece desempenhar papéis importantes na sinalizagao
de adiponectina e eventos a jusante mediados por adiponectina, como oxidagao lipidica e captagéo de
glicose (MAO et al., 2006). LMW, baixo peso molecular; MMW, peso molecular médio; HMW, peso
molecular alto; RNAi, RNA de interferéncia; GPCRs, receptores acoplados a proteina G; APPL1,
proteina adaptadora contendo dominio de homologia da plecstrina, dominio de ligagao de fosfotirosina
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e motivo ziper de leucina 1 — do inglés Adaptor Protein containing Pleckstrin homology domain,
Phosphotyrosine-binding domain, and Leucine zipper motif 1; S-S, ligagao dissulfeto.
Fonte: Adaptado de Kaowaki e colaboradores (2006) e Tang e colaboradores (2021)

A proteina adiponectina acumula-se em varios tecidos, como coragao e
musculo através da ligagcdo com T-caderina (CLARK; TAYLOR; ZAHRADKA, 2017).
Foi relatado que a superexpressdao de adiponectina aumentou a regeneragao do
musculo em camundongos, mas nao foi observada em camundongos T-caderina
nulos (TANAKA et al.,, 2019). Em miotubos C2C12 diferenciados, o acumulo de
adiponectina foi suprimido quando a T-caderina foi eliminada. Recentemente, foi
demonstrado que a proteina adiponectina nativa purificada a partir de soro de
camundongo e células HEK293 se liga a células que expressam T-caderina (KITA et
al., 2019).

Até o momento, muitos estudos mostraram que AdipoR1 e AdipoR2 podem
mediar adiponectina para desempenhar uma variedade de papéis biolégicos. A
adiponectina pode ativar diretamente a proteina quinase ativada por monofosfato de
adenosina (Adenosine Monophosphate-activated Protein Kinase — AMPK) via
AdipoR1. A proteina adaptadora contendo dominio de homologia da plecstrina,
dominio de ligagdo de fosfotirosina e motivo ziper de leucina 1 (Adaptor Protein,
Phosphotyrosine Interacting With PH Domain And Leucine Zipper 1 - APPL1) se liga
aos dominios intracelulares de AdipoR1 ou AdipoR2. APPL1 liga-se a proteina
fosfatase 2A (Protein Phosphatase 2A - PP2A) e a proteina quinase C (Protein Kinase
C - PKC), ativando a PP2A e inativando a PKC. A inativagdo de PKC resulta na
desfosforilagdo da proteina quinase hepatica B1 (Liver kinase B1 - LKB1), permitindo
que esta transloque do nucleo para o citoplasma e ative a AMPK. A adiponectina induz
o influxo de Ca?* extracelular necessario para a ativagéo da proteina quinase quinase
B dependente de Ca2+/calmodulina (Calcium/calmodulin-dependent protein Kinase
Kinase S - CaMKKp) via AdipoR1, ativando assim a AMPK. A adiponectina também
promove a ativagado do PPAR-a via AdipoR2, levando ao aumento da sensibilidade a
insulina (ZHA; WU; GAO, 2017). Portanto, a adiponectina ativa AMPK e PPAR-q, via
receptores AdipoR1/2, para regulagao do metabolismo de glicose e lipidios, oxidagao
de acidos graxos e sensibilidade a insulina (RUAN; DONG, 2016). Fisiologicamente,
a adiponectina demonstrou estimular a ingestao de alimentos pela ativagao da AMPK,
no hipotalamo, arqueado por meio de seu receptor AdipoR1 ou ativagao da via pelo
receptor AdipoR2 (WAKAI et al., 2013). Os estudos funcionais da T-caderina
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concentram-se principalmente na aterosclerose, e outras fungdes biologicas da T-
caderina continuam a ser exploradas (DENZEL et al., 2010; FUJISHIMA et al., 2017).

2.4.2.1 Adiponectina e o DM

Em geral, a concentragdo sérica de adiponectina se correlaciona com a
sensibilidade aumentada a insulina e a funcdo melhorada das células 3 das ilhotas
(BERG et al., 2001; YAMAUCHI et al., 2001; ABBASI et al., 2004; XIA et al., 2015).
Alguns estudos em humanos associaram hipoadiponectinemia com disfuncéo das
células B (BACHA et al., 2004; MUSSO et al., 2005; RETNAKARAN et al., 2005). Por
outro lado, baixas concentragbes de adiponectina estdo associadas ao
desenvolvimento da obesidade, sindrome metabdlica e DM2 (GALE; CASTRACANE;
MANTZOROS, 2004; MATSUZAWA et al., 2004; WANG et al., 2018) e elevadas no
DM1 (FRYSTYK et al., 2005; BJORNSTAD; CHERNEY; MAAHS, 2014).

Assim como o figado € sensivel a sobrecarga lipidica, as células f
pancreaticas sao suscetiveis aos efeitos lipotdxicos da supernutricdo (RAKATZI et al.,
2004; HOLLAND et al., 2011; PARK et al., 2011). Foi demonstrado que a adiponectina
€ capaz de proteger a célula B contra esta toxicidade (RAKATZI et al., 2004;
HOLLAND et al., 2011; PARK et al.,, 2011). De fato, a adiponectina previne a
obesidade e a diminuigdo na massa de células 3 no DM1 (KIM et al., 2007; HOLLAND
et al., 2011) e previne a atenuagao da secrecao de insulina em células B desafiadas
com sobrecarga lipidica (RAKATZI et al., 2004). Ja o impacto da sinalizagdo da
adiponectina na célula a ainda nao foi explorado. Dadas as acgdes de sensibilizacéo
da insulina da adiponectina em varios tipos de células, juntamente com sua protegao
nas células B, seu papel nas células o fornece um alvo potencial para tratar a
hiperglicemia associada ao DM1 e DM2 (STERN; RUTKOWSKI; SCHERER, 2016).

Polimorfismos em todo o gene ou nas proximidades foram recentemente
relacionados com concentragdes circulantes de adiponectina em GWASs (LING et al.,
2009) ou em estudos de genotipagem de polimorfismos (SIITONEN et al., 2011).
Varios estudos em humanos associaram um aumento da prevaléncia de diabetes com
polimorfismos no gene que codifica adiponectina que levam a diminuicdo das
concentragdes de adiponectina (HARA et al., 2002; STUMVOLL et al., 2002).
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Mutagbes e polimorfismos no gene ADIPOQ humano correlacionam-se
fortemente com a obesidade e o desenvolvimento de DM2, mas ja foi relatado também
que existe uma associacdo inversa paradoxal entre adiponectina e risco de
complicagdes em DM1 e DM2 (PRIOR et al., 2009). Embora o diabetes seja uma
doenga multifatorial, polimorfismos no gene da adiponectina mostraram correlagéo
significativa com todas as formas da doenga, ou seja, DM1, DM2 e DMG (HOWLADER
et al., 2021). Também foi mostrado associagao entre um polimorfismo localizado no
intron 1 do gene ADIPOQ com o aumento no consumo de produtos de confeitaria na
populacao japonesa (WAKAI et al., 2013).

O gene ADIPOQ abrange 17 kilobases (kb), contém trés éxons e dois introns,
e sua tradugao comeca no éxon 2 e termina no éxon 3 (SIITONEN et al., 2011) e esta
localizado na regido 3927 do cromossomo (EISSA, 2016). Dentre os polimorfismos
relatados no gene ADIPOQ esta o rs266729, uma variante alélica que demonstrou
estar relacionada ao DM2 quando acompanhada de obesidade, estando associada a
baixas concentragdes plasmaticas de adiponectina (WANG, X. et al., 2009). O
polimorfismo rs266729 decorre da substituicdo de uma citosina por uma guanina (ou
seja, C> G) na regidao promotora proximal, mais especificamente na posi¢cao
nucleotidica -11377 do gene ADIPOQ (HSIAO; LIN, 2016) (Figura 22).

Figura 22. Localizagéo do polimorfismo rs266729 no gene ADIPOQ

rs266729
-11377 G/C
Exon | Exon ll Exon III
| sRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRa ||| sa2awaaes (|||l
Promotora Intron | intron |l

A regiao promotora esta representada em caixa preta com pontinhos branco, os éxons em caixas com
linhas verticais e os introns em caixas brancas com pontinhos cinza. O polimorfismo rs266729 esta
localizado na posigédo -11377 na regiao promotora.

Fonte: Adaptado de Hsiao e Lin (2016).

Esta variante sobrepde um dos sitios de ligagdo do fator de transcricdo Sp1
resultando em menor atividade de transcricdo na presenca do alelo menos frequente
G (LAUMEN et al., 2008; SRINIVASAN et al., 2017). Portanto, é possivel que os
portadores do alelo rs266729 G apresentem concentragées menores de adiponectina,

afetando a producao da molécula.
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O alelo G do polimorfismo rs266729 ADIPOQ parece ser importante nas
associagdes com o risco de DM2 em varias populagdes (PRIOR et al., 2009). Na
China, especialmente na populacéo obesa, foi observado que o rs266729 apresenta
forte correlagdo com o DM2 (LI et al., 2013).

Considerando todas as informacgdes relatadas até aqui, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a relacao de polimorfismos nos genes que codificam para o
receptor T1R2 e adiponectina (Figura 183).

Figura 18. Viséo geral dos fatores associados as condi¢des de obesidade

Fatores Estilo de vida
F m
SNPs Dieta, sedentarismo
Obesidade
T intlamagia
i T Todas a8 cowsa de moralidade
Hipoadiponectinemia ‘ 'l Manutensia 1 Dz, DV, hipertesadio & outras
”I Adiponectine da homsontawe

¥ { N\

®® e \ﬁ

Ingestd3o Sabor

4 Abundinciy de papiias gustytias
| Marcadores de tranadugio de sabor
T mamradares inflsmatdrion

T Alimentes pordurees ¢ deoes

Principais mecanismos de acao da adiponectina na manutengcdo da homeostase metabdlica e interacao
entre obesidade, paladar e ingestdo de alimentos. Individuos com obesidade exibem aumento da
inflamagéo e observam um aumento na mortalidade por todas as causas e doengas associadas.
Aumento da inflamagéo em pacientes com obesidade pode levar a uma alteragéo do paladar, que em
por sua vez pode promover o aumento da ingestédo caldrica, a partir de alimentos ricos em agucar e
gordura. Hipoadiponectinemia, causada por interagbes de fatores genéticos como SNPs no gene
ADIPOQ e os fatores ambientais que causam a obesidade parecem desempenhar um importante papel
causal na RI, DM2 e sindrome metabdlica, que estéo ligadas a obesidade (KADOWAKI et al., 2006). A
modificagado do estilo de vida incluindo perda de peso, controle da dieta e exercicio fisicos, pode resultar
em aumento das concentragdes plasmaticas de adiponectina (HAN et al., 2007). A proporgao e o tipo
de carboidrato ingeridos estéo relacionados com a concentragao de adiponectina (SANCHEZ; MIGUEL;
ALEIXANDRE, 2012; REZVANI et al., 2013; MAGALHAES et al., 2014; ALESSA et al., 2016; SONG,
XIAOLING et al., 2016; ZHANG; JIAO; KONG, 2017; SHIH et al., 2021). O jejum desencadeia aumento
da adiponectina no liquido cefalorraquidiano (LCR) e ativagdo da AMPK no cérebro, que aumenta o
neuropeptideo Y e induz a alimentagdo. A alimentacéo reduz a adiponectina e diminui o apetite. Na
obesidade, a capacidade de diminuir a adiponectina em resposta a alimentacao é suprimida, impedindo
o desligamento do apetite (STEINBERG; KEMP, 2007).

Abreviagdes: SM: sindrome metabdlica; DM2: Diabetes mellitus tipo 2; RI: resisténcia a insulina; SNPs:
polimorfismos de nucleotideos Unicos; AMPK: proteina quinase ativada por adenosina monofosfato, do
inglés Adenosine monophosphate-activated protein kinase.

Adaptado de Kadowaki e colaboradores (2006); Kim e colaboradores (2020) e Harnischfeger e Dando
(2021).
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3 MATERIAIS E METODOS

A presente pesquisa € um estudo tipo caso-controle, no qual a amostra em
estudo foi dividida em dois grandes grupos (DM1 de inicio precoce e DM2). O projeto
tem aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal do
Parana — Setor de Ciéncias da Saude/SCS. Para a pesquisa em criangas com o
Certificado de Apresentacdo de Apreciacdo Etica (CAAE) sob numero
24676613.6.0000.0102 e para a pesquisa envolvendo adultos o CAAE sob numero
01038112.0.0000.0102. As aprovagdes sao apresentadas no Anexo B e Anexo C.

A Figura 24 representa a sequéncia das etapas desenvolvidas no estudo e

cada etapa sera discorrida a seguir.

Figura 19. Diagrama das etapas do Capitulo 2
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Fonte: Autor (2022).

3.1 Amostras

Participaram da pesquisa 196 criangas com idade igual ou inferior a 16 anos
classificadas como diabéticos tipo 1 (DM1, n=98) (ou seja, classificados como DM1
de inicio precoce pois o diagndstico foi dado na infancia) e saudaveis (grupo controle

criangas, n=98), e ainda, 265 adultos com idade igual ou superior a 18 anos
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classificados como diabéticos tipo 2 (DM2, n=133) e saudaveis (grupo controle
adultos, n=132).

Os critérios utilizados para a caracterizagao dos pacientes diabéticos foram
0os preconizados pela Associacdo Americana de Diabetes (ADA), pela Sociedade
Internacional de Diabetes Pediatrica e Adolescentes (/nternational Society for
Pediatric and Adolescent Diabetes - ISPAD) e SBD. Para formar o grupo controle
foram incluidos individuos saudaveis, que declararam durante a triagem clinica n&o
apresentar qualquer tipo de DM, hipertensao, doenca renal, doencgas da tireoide e/ou
estarem em uso continuo de qualquer medicamento.

Foram objeto de analise deste estudo as amostras de sangue total e de soro,
bem como os dados clinicos e antropométricos obtidos por meio de entrevista
(diabéticos e grupo controle) e dados do prontuario médico (diabéticos). Soé
participaram da pesquisa apos adesao voluntaria e ciéncia e assinatura prévia do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) pelos participantes maiores de
idade, ou dos pais ou responsaveis pelas criangas.

No caso do grupo DM1, as coletas das amostras e entrevistas foram
realizadas na Unidade de Enddcrino Pediatria (UEP) do Complexo Hospital de
Clinicas da Universidade Federal do Parana (HC — UFPR) e no Hospital Pequeno
Principe (HPP). Os participantes do grupo DM2 foram recrutados na Unidade de
Diabetes do Servigo de Endocrinologia e Metabologia do CHC-UFPR (SEMPR). O
grupo controle de criangas e adultos foram obtidas em escolas municipais de cidades
da regido metropolitana de Curitiba e no Banco de Sangue do CHC-UFPR,
respectivamente.

Para a entrevista, foi utilizado um questionario padronizado e a entrevista para
preenchimento foi realizada pelo grupo de pesquisa. O questionario esta disponivel
no Apéndice B. E para coleta e obtengdo das amostras, foram utilizados tubos secos
(BD Vacutainer® K2EDTA; Becton, Dickinson, Co.) no caso de sangue total e tubos
com gel separador (Gel BD Vacutainer® SSTTM; Becton Dickinson, Co.) para coleta
de soro. As amostras de sangue total foram homogeneizadas durante 15 minutos e
fracionadas em aliquota de aproximadamente 1,0 mL para determinacdo de
hemoglobina glicada e, volume restante, empregado na obtengdo da camada de
leucdcitos utilizada na extracdo do DNA gendmico (buffy coat) por meio de
centrifugacao, enquanto que as amostras de soro foram submetidas a centrifugagao

(centrifuga Hermle Z206A) durante 10 minutos a 6.000 rotagbes por minuto,
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aliquotadas em microtubos de 0,5 mL e armazenadas em freezer -20°C e -80°C para
posterior dosagem dos parametros bioquimicos.

Os critérios de exclusdo das amostras adotados foram: amostras
hemolisadas, lip€micas e/ou ictéricas. Todas as amostras que se encaixavam nestes
critérios foram excluidas dos ensaios. Os ensaios foram realizados nas dependéncias
fisicas do laboratério de Bioquimica Clinica Campus Jardim Boténico, do
Departamento de Andlises Clinicas da UFPR, utilizando equipamentos e material

disponiveis para pesquisa.

3.2 Extracao e quantificagcado do DNA gendmico

Apods a centrifugagdo do sangue total, e obtencdo do buffy coat, o DNA
gendmico foi, entao, extraido pelo método de salting out com modificacbes do descrito
por Lahiri e Nurnberger (1991). O DNA extraido foi quantificado por espectofotometria
em 260 e 280 nm (Aze0/A280) através do Espectrofotdbmetro UV/VIS (S60, Biochrom)
(SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989).

A pureza da amostra do DNA ¢é estimada pela razdo entre as absorbancias
A260/A280 quantificado pela espectofotometria. Valores entre 1,8 e 2,0 séo
considerados adequados e indicam grau de pureza adequado para a amostra
(SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989). Amostras com grau de pureza inferior ao
citado, ou concentragcdo menor que 20 ng/pL foram excluidas dos ensaios. As
amostras de DNA com qualidade apropriada foram, entdo, diluidas, com agua
ultrapura estéril, a 20 ng/uL, para genotipagem pelo sistema de reagdo de PCR em

tempo real com sondas Tagman®.

3.3 Variantes genéticas estudadas

As genotipagens dos polimorfismos selecionados para este estudo foram
realizadas utilizando a técnica da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo
real. A PCR em tempo real (QPCR) empregada nas analises foi o sistema TagMan®
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), que utiliza a reagado de amplificagcdo em
cadeia da polimerase e a discriminagao alélica com sondas marcadas com diferentes
fluoréforos (SCHLEINITZ; DISTEFANO; KOVACS, 2011).
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A Tabela 9 apresenta os genes e os polimorfismos de unico nucleotideo

estudados neste trabalho.

Tabela 9. Caracterizacao dos polimorfismos estudados e da reacao de gPCR

Designacao Gene Cromo.ss~omo Locallz.ggao Polimorfismo Tl:oca’ qe Tr’o.ca TagMan®

OMIM Posicdo Regido aminoacido alélica

606226 TAS1R2 1p36.13 Exon3 rs35874116 lle191Val ™C C 55646_20

606226 TAS1R2 1p36.13 Exon 6 rs12033832 Ser<Ser (é:é/ C__25985586_10

612556 ADIPOQ 3q27.3 Regiao rs266729 - G>C C__ 2412786_10
promotora

Fonte: Adaptado de Online Mendelin Inheritance in Man (OMIM) e NCBI

3.3.1 Reagao de gPCR com sondas Tagman®

Os ensaios de PCR em tempo real utilizando sondas fluorescentes do tipo
TagMan® foram realizados em equipamento de PCR em tempo real 7500 FAST
(Applied Biosystems/Life Technologies) e para cada amostra foi realizado o ensaio

TagMan® com reagentes e produtos discriminados a seguir (Tabela 10).

Tabela 10. Reagentes e produtos usados no ensaio TagMan®

Reagentes Volume (pL)
TagMan Master Mix® 3,0
SNP Genotyping Assay (sonda TagMan®) 0,1
Agua ultra pura (mili-Q) 1,9
DNA (20 ng/uL) 3,0

Master Mix (DNA polimerase, Mg**, tampao, ativadores).
Fonte: Autor (2022).

Conforme apresentado, na reagédo estavam presentes os Master Mix, SNP
Genotyping Assay e agua ultrapura (Mili-Q) compondo o Super Master Mix. Esta
mistura foi distribuida na placa de 96 pocos e, posteriormente, cada amostra de DNA
(20 ng/pL) foi adicionada ao Super Master Mix. Todos os ensaios foram realizados
com o controle negativo (apenas Super Master Mix) por placa para monitoramento de
contaminacgoes.

Apds o fim das reagdes, o programa 7500 Fast SDS System Software® plotou
os resultados da discriminacdo alélica em graficos que ilustram a emissdo de
fluorescéncia em cada amostra submetida a amplificacdo. As genotipagens foram
obtidas com mais de 95% de qualidade, dado reportado pelo soffware de andlise de

dados.



119

3.4 Quantificagao dos biomarcadores

Os biomarcadores de controle glicémico, perfil lipidico, perfil nutricional e
funcado renal foram quantificados no soro das amostras que compuseram 0s grupos
de estudo em sistema automatizado Architect Ci8200 (Abbott Diagndstica
Laboratérios do Brasil®) ou sistema automatizado Labmax 400 (Labtest®), no mesmo
Laboratério em que ocorreram as demais analises.

Os analitos usados, o principio metodolégico, o coeficiente de variagao
(CVa%) e o intervalo de referéncia para cada biomarcador avaliado, estdo descritos

na Tabela 11.

Tabela 11. Biomarcadores analisados e respectivo principio metodoldgico, CVa% e intervalo
de referéncia

Dosagem Principio metodolégico CVa% Intervalo de
referéncia
A Uricase, 4-aminoantipirina (4-AAP),
Acido urico acido 2,4,6- triboromo-3- hidroxibenzoico 1.6 2,6-6,0 mg/dL
Albumina Colorimétrico (Verde de Bromocresol) 1,3 2,9-4,7 g/dL
Ensaio cinético UV com L-alanina,
Al cetoglutarato, NADH e piridoxal fosfato e 10 QL
Ensaio cinético UV com Laspartato,
AST cetoglutarato, NADH e piridoxal fosfato 2.2 15-40 UL
Enzimatico Colorimétrico (Reagao de Desejavel:
Colesterol total Trinder) 2,7 200 mg/dL
Creatinina Colorimétrico (Picrato alcalino) 2,7 0,26-0,81 mg/dL
Gama-GT Fotometria em modo c!qetlco (método 113 5-58 mg/dL
de Szasz modificado)
Glicose Glucose oxidase — Trinder 2,2 130 mg/dL
HbA1c) Imunoensaio (padronizado DCCT) 1,7 4,0-6,0%
Enzimatico Colorimétrico (Acelerador - Desejavel:
HDL-colesterol Detergente Seletivo) 3.6 35-40 mg/dL
. Desejavel:
LDL-colesterol Surfactante Seletivo 4,2 130 mg/dL
Proteinas totais Reacéao do Biureto 1,4 6,0-8,0 g/dL
Tridlicerideos Enzimatico Colorimétrico (Reagao de 34 Desejavel:
9 Trinder) ’ 130 mg/dL
. Ensaio cinético com uréase, GLDH e
Ureia NADH. 1,1 15-44 mg/dL
10 il Jeliie) Enzimatico Glycomark 3,4 >10 pg/mL

(1,5-AG)

Fonte: Autor (2022).



120

3.5 Analises estatisticas

A normalidade foi avaliada com o teste de Kolmogorov-Smirnov e a detecgao
de outliers foi realizada pelo método grafico disponivel no programa Statistica 8.0
(StatSoft Inc, Tulsa OK, USA).

Variaveis continuas com distribuicdo normal foram comparadas pelo teste “t”
de Student para amostras nédo pareadas (bidirecional) ou andlise de variancia
(ANOVA) quando a comparagao envolvia mais de dois grupos, sendo os valores
expressos em média e desvio padrao (x1SD). As variaveis que nao apresentaram
distribuicdo normal foram comparadas com o teste U de Mann-Whitney, ou o teste de
Kruskall-Wallis (mais de 2 grupos), sendo os valores apresentados como mediana e
intervalo interquartil (25%- 75%).

Para as variaveis categoricas, como frequéncias genotipicas e alélicas, foram
utilizados: teste do Chi-quadrado (x?) ou o teste Exato de Fischer bidirecional, quando
apropriado. As analises de correlagao foram realizadas através de testes descritos por
Pearson (variaveis com distribuigdo normal) ou Spearman (variaveis sem distribuigao
normal). Os gendtipos foram codificados como 1 (homozigoto usual); 2 (heterozigoto)
e 3 (homozigoto raro) para todas as analises de correlagdo, também usando o
programa Statistica 8.0.

A verificagdo do equilibrio de Hardy-Weinberg, calculos das frequéncias
genotipicas e alélicas e o intervalo de confiangca de 95% (IC95%) para os alelos de
menor frequéncia foram calculadas com o programa DeFinetti (http://ihg.gsf.de/cgi-
bin/hw/hwa1.pl). Para comparagdes das frequéncias alélicas com outras populagoes,
foi considerado semelhante quando a frequéncia do alelo menos frequente se
encontrava dentro do limite de confianga de 95% (95% IC).

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

todas as analises.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados sao apresentados na sequéncia, nas populagdes estudadas
(DM1 e DM2) e em trés subgrupos: dados antropométricos e clinicos, parametros
bioquimicos e analises moleculares. Nos grupos diabéticos, a coleta de sangue
ocorreu durante a realizacdo de exames de rotina, com orientagdo para 10 horas de
jejum, enquanto o grupo controle, por ser formado por doadores de sangue saudaveis,
foram orientados a se alimentarem antes da coleta devido a doagdo de sangue,

portanto, a coleta foi obtida na auséncia de jejum.

4.1 Dados antropométricos e clinicos

A Tabela 12 apresenta os dados antropométricos dos grupos que foram

avaliados no estudo.

Tabela 12. Dados antropométricos e clinicos dos participantes do estudo enquadrados no
grupo DM1, DM2 e seus respectivos controles

Controle DM1
DM1 (n=98) (n=98) P
Idade (anos) 10+ 1,0 (9-11) 11+ 2,6 (9-13) 0,0022*
Sexo feminino 64% 64% ND
Sexo masculino 36% 36%
Peso (kg) 38,2 £ 10,2 (30,7-45,5) 41,1 £ 14,3 (30-51) 0,0981
Altura (m) 1,42 +0,1 (1,36-1,47) 1,44 + 0,16 (1,34-1,56) 0,2204
IMC (kg/m?) 18,7 + 3,1(15,8-21,1) 19,4 + 3,6 (16,3-21,8) 0,3909
Escores-Z +0,34 + 1,09 (-0,72-+1,41) +0,31+ 1,16 (-0,66-+1,31)  0,8351
Idade ao diagndstico
(anos) - 41+3,1(1,3-7,0) -
Tempo de diabetes ) 7.2 +3,8 (4,2-10,0) )
(anos)

Controle DM2
DM2 (n=132) (n=133) P
Idade (anos) 50 + 12 (45-55) 51 + 13 (43-60) 0,3304
Sexo feminino 100% 100% ND
Sexo masculino 0% 0%
Peso (kg) 73 + 15 (60-84) 71+ 16 (58-84) 0,3142
Altura (m) 1,62 £ 0,07 (1,57-1,67) 1,58 £ 0,07 (1,53-1,63) <0,0001*
IMC (kg/m?) 28 + 5 (23-32) 28 + 6 (23,3-33,4) 0,3181

Idade ao diagndstico
(anos)
Tempo de diabetes ) 9.9 +7,5 (47-13,8) )
(anos)
Os resultados sé&o apresentados como média + desvio padrdo e mediana (intervalo interquartil 25%-
75%). IMC: indice de massa corpérea. Probabilidade (p), teste t-Student amostras n&o pareadas, ND:
Dado nao disponivel. *representa resultado estatisticamente diferente entre linhas.

- 41,1 £ 11,1 (34,0-48,9) -
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As amostras foram pareadas por sexo, contudo o pareamento por idade nao foi
possivel, uma vez que as criangas do grupo controle (10 £ 1,0 anos) sdo mais jovens
(p=0,0022) que o grupo DM1 (11 = 2,6 anos). A idade média do grupo DM1
selecionada foi a com inicio precoce e € similar a de outros estudos (HARJUTSALO;
FORSBLOM; GROOP, 2011; HANNONEN et al., 2012; BAECHLE et al., 2014). Nao
houve diferenca do escore Z entre os grupos (Tabela 12).

O escore Z é indice que congrega informag¢des como peso, idade e estatura,
indicado na avaliagao do crescimento e estado nutricional de criangas e adolescentes
que fornece uma medida do status de crescimento de um individuo em comparagao
ao valor de referéncia (DIBLEY et al., 1987). Os pacientes com DM1 geralmente
costumavam apresentar IMC reduzido (ADA, 2021), mas o fenétipo desses pacientes
tem mudado nos ultimos anos (CONWAY; LANCE, 2010). Tem sido observado
aumento da obesidade infantil em pacientes com DM1 (LIU et al., 2010; LIPMAN et
al., 2013), tendo aumentado a prevaléncia de sobrepeso e obesidade no inicio do DM1
trés vezes ao longo de duas décadas. Inclusive, foi demonstrado que jovens com DM1
sa0 mais propensos a estar acima do peso do que seus pares sem a condigéo (LIU et
al., 2010). Contudo, em nosso estudo o grupo DM1 apresentou Escore-Z dentro dos
valores que predizem um diagndstico nutricional de eutrofia (quando o Escore-Z varia
de -2 a +1) (BRASIL, 2011).

O grupo adulto foi composto apenas pelo sexo feminino e foi pareado por
idade e IMC, o qual indica sobrepeso, uma vez que se encontram entre 25 e 29,99
kg/m? (WHO, 2000) (Tabela 12), um dos principais fatores de risco para o DM2, sendo
que quanto maior o IMC, maior o risco em desenvolver a doenga (LOGUE; WILD;
SATTAR, 2011).

4.2 Analises bioquimicas
Os topicos a seguir apresentam as concentracdes séricas dos biomarcadores

avaliados, sendo subdividido em controle glicémico, perfil lipidico, perfil nutricional,

funcao renal e hepatica.
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4.2.1 Marcadores de controle glicémico

Como esperado, as concentragdes plasmaticas de glicemia em jejum e HbA1c
nos grupos DM séao superiores (p <0,0001) ao dos grupos controle (Tabela 13), e
confirma os critérios de selecdo dos grupos, visto que os grupos controles
apresentaram a glicemia dentro dos intervalos de referéncia (mesmo que a coleta
deste grupo ndo tenha sido feita em jejum).

Os grupos DM apresentaram mau controle glicémico em relagcdo a HbA1c
(HbA1c >7,0 %) (SBD, 2019; ADA, 2022). Também como esperado, o controle
glicémico é melhor no grupo DM2 em comparagéo com o DM1 (HALLSTROM et al.,
2021). O grupo DM2 apresentou uma glicemia em jejum média inferior ao preconizado
pela ADA (Glicemia em jejum <180 mg/dL) (ADA, 2022) e 1,5-AG superior a 10 uyg/mL,
indicando que apresentaram poucos picos hiperglicémicos poés-prandial (VAN
LEEUWEN; BLADH, 2015). O mau controle glicémico reportado neste estudo para o
grupo DM1 esta de acordo com a dificuldade de alcangar um bom controle glicémico
nesta faixa etaria (KIM, H. et al., 2012). Na verdade, o DCCT ja havia mostrado que
as concentracdes de HbA1c sdo maiores em adolescentes do que em adultos (8,1%
vs 7,2% no grupo de tratamento intensivo e 9,7% vs 8,9% no grupo de tratamento
convencional, respectivamente) (DIABETES CONTROL AND COMPLICATIONS
TRIAL RESEARCH GROUP et al., 1993).

Tabela 13. Biomarcadores de controle glicémico nos grupos DM1 e DM2 e nos respectivos
controles

Controle DM1
DM1 (n=98) (n=98) P
Glicemia em jejum (mg/dL) 951 18 (87-101)  238,8 £ 117,5 (145-314) _ <0,0001*
HbAC (%) 5.3+ 0,3 (5,0-5.4) 10£21(86-11)  <0,0001*
1,5-AG (ug/mL) 30,1£7,6(248352)  36+26(1649)  <0,0001*
Controle DM2
DM2 (n=132) (n=133) P
Glicemia em jejum (mg/dL) 951 + 18 (83-104) 1531 81 (100-172) _ <0,0001*
HbA1C (%) 5,31+ 0,4 (5,0-5,6) 79+24(61-96)  <0,0001*
1,5-AG (ug/mL) 221168 (18-264) 13685 (6.5-20,3)  0,0126*

Os resultados sao apresentados como média + desvio padrdo e mediana (intervalo interquartil 25%-
75%). Probabilidade (p), teste t-Student amostras ndo pareadas, *representa resultado estatisticamente
diferente entre linhas.
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4.2.2 Marcadores de perfil lipidico

Nesse estudo, os pacientes com DM1 apresentaram concentragdes maiores de
colesterol total e LDL-C e menores de triglicerideos que o grupo controle (Tabela 14).
Embora dislipidemia seja comum em criangas com DM1 (KERSHNAR et al., 2006;
SCHWARB et al., 2006; GUY et al., 2009; ORCHARD; COSTACOU, 2010), também é
possivel encontrar concentragées normais de lipideos (GUY et al., 2009). Contudo,
este perfil lipidico normal pode estar associado a perfis lipidicos mais aterogénicos
(ORCHARD et al., 1999; COLHOUN et al., 2002; KORNERUP et al., 2003; ALBERS
et al., 2008).

Ja, os pacientes com DM2 apresentaram um perfil lipidico similar ao grupo
controle, com excecédo do HDL-colesterol, que foi inferior (P=0,0003). Estes perfil
lipidico no DM2 chama atengao porque as alteragdes no metabolismo dos lipideos
sao frequentes nos pacientes com DM2 (KONES; RUMANA, 2014). Mas € importante
ressaltar que a auséncia de jejum nos grupos controle pode ter afetado positivamente
as concentragbes de triglicérides, cuja dosagem necessita de jejum minimo de 12
horas, enquanto os diabéticos sdo submetidos a intensa terapia hipolipemiante. Ainda
que outros achados demonstrem anormalidade lipidica em diabéticos submetidos a
tratamento hipolipemiante (AL SIFRI et al., 2014).

Tabela 14. Biomarcadores lipidicos nos grupos DM1 e DM2 e nos respectivos controles
Controle DMA1

DM1 (n=98) (n=98) P
Colesterol total (mgidL) 159, £ 26,2 (143,6-171) 172,90 % 39,4 (146-188) _ 0,0030%
HDL-colesterol (mg/dL) 555+ 11 (49-62,3) 56,5+ 12,7 (49-64) 0,530
LDL-colesterol (mg/dL) 82,6 + 22,9 (69-95) 100 + 30,6 (79-117)  <0,0001*
Triglicerideos (mg/dL)  106,8 + 42,3 (76,8-129) 81,8 +49 (52-855)  0,0002*
Controle DM2

DM2 (n=132) (n=133) P
Colesterol total (mg/dl) 196 & 43 (168-224) 191 +48 (158-216) _ 0,3830
HDL-colesterol (mg/dL) 58,1 % 14.6 (47,3-67.8) 485+ 26,3 (36-54)  0,0003*
LDL-colesterol (mg/dL) 109 + 38,2 (88-129) 110.8 + 37.3 (84-129)  0,7453
UhellEEr Hees (il 145 + 83 (88-181) 156 111 (100-183) 03263

Os resultados sao apresentados como média + desvio padrdo e mediana (intervalo interquartil 25%-
75%). Probabilidade (p), teste t-Student amostras ndo pareadas, *representa resultado estatisticamente
diferente entre linhas.

Como os pacientes com DM1 tém de 2 a 4 vezes mais risco de desenvolver
aterosclerose em comparagao com pessoas sem DM1 (TOMKIN, 2008; LEMKES et
al., 2010; SCHNELL et al., 2013) e pacientes com DM2 tém, em média, risco duas a
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quatro vezes maior de desenvolver doencga coronariana que individuos sem diabetes
(SARWAR et al., 2010), passou a ser necessario estratificar o risco cardiovascular de
pacientes com DM, tanto DM2 como DM1, de maneira a evitar o subtratamento de
pacientes de maior risco ou o tratamento exacerbado de pacientes de menor risco. E
as metas para as concentragdes de LDL-C vao depender da categoria de risco (risco
baixo e intermediario <100 mg/dL; risco alto <70 mg/dL e risco muito alto <50 mg/dL)
(SBD, 2019).

4.2.3 Marcadores de perfil nutricional

Apesar dos valores de proteinas totais e de albumina serem estatisticamente
diferentes entre os grupos avaliados (DM1, DM2) e seus respectivos controles, as
concentracdes destes parametros se encontram dentro do intervalo de referéncia de

2,9-4,7 g/dL para a albumina e 6,0 — 8,0 g/dL para proteinas totais (Tabela 15).

Tabela 15. Biomarcadores do perfil nutricional nos grupos DM1 e DM2 e nos respectivos
controles

Controle DM1
DM1 (n=98) (n=98) P
Albumina (g/dL) 45+0,3(4,4-4,7) 4,3+0,3(4,1-4,5) <0,0001*
Proteinas totais (mg/dL) 8,5+0,87 (8,0-9,1) 7,3+0,7 (6,9-7,7) <0,0001*
Controle DM2
DM2 (n=132) (n=133) P
Albumina (g/dL) 3,9+0,2(3,7-4,0) 4,1+0,4(3,9-4,4) <0,0001*
Proteinas totais (mg/dL) 6,9 £ 0,5 (6,5-7,2) 8,4 +0,8(7,8-8,9) <0,0001*

Os resultados sao apresentados como média + desvio padrdo e mediana (intervalo interquartil 25%-
75%). Probabilidade (p), teste t-Student amostras ndo pareadas, *representa resultado estatisticamente
diferente entre linhas.

Valores reduzidos de albumina e proteinas totais poderiam sugerir
hipoproteinemias, seja por falha na sintese proteica decorrente de hepatopatias e
desnutricdo, ou perda proteica ocasionada por sindrome nefrética, por exemplo
(ROSHAN; STANTON, 2013) enquanto valores aumentados s&o comumente
encontrados em doencgas inflamatérias e/ou disfungdes endoteliais (SILVA et al.,
2005).
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4.2.4 Marcadores de funcao renal

Portadores de DM apresentam alto risco de lesdo renal e complicagdes
vasculares como a nefropatia diabética, como resultado da falta de controle glicémico.
A nefropatia é considerada uma condi¢cdo cronica de alta prevaléncia e elevada
mortalidade, podendo afetar a sobrevida dos diabéticos (MURUSSI et al., 2003).

Um estudo demonstrou que 1/3 dos pacientes com DM1 desenvolvem doenca
renal em estagio final requerendo dialise ou transplante (REDDI; CAMERINI-
DAVALOS, 1990). Dentre os indicativos de lesédo renal de longa data (estimativa de
cinco anos apés o DM) e/ou nefropatia diabética manifesta, tem-se a proteinuria
persistente detectavel por testes laboratoriais de triagem, principalmente quando ha
taxa de excrecgéo de albumina urinaria = 200 ug/min, ou indicadores plasmaticos como
creatinina, ureia e acido urico (RIFAI; HORVATH; WITTWER, 2018). Estes

indicadores foram avaliados no estudo e seu resultado é apresentado na Tabela 16.

Tabela 16. Biomarcadores de fungao renal nos grupos DM1 e DM2 e nos respectivos
controles

Controle DM1
DM1 (n=98) (n=98) P
Creatinina (mg/dL) 0,70 0,1 (0,6-0,8) 0,72 0,1 (0,6-0,8) 0,2375
Ureia (mg/dL) 24,1 + 6,2 (20-28) 27 +7,2 (22-31) 0,0043*
Acido trico (mg/dL) 4,2 £1,0 (3,4-4,8) 3,2 +1,1(2,5-3,7) <0,0001*
Controle DM2
DM2 (n=132) (n=133) P
Creatinina (mg/dL) 0,62+ 0,2 (0,48-0,71) 0,88 +0,3 (0,7-0,9) _ <0,0001*
Ureia (mg/dL) 26,2 + 7,2 (21-32) 33,6 + 12,8 (26-39)  <0,0001*
Acido drico (mg/dL) 3,9 £ 1,0 (3-4,5) 4,8 +1,4 (3,8-5,6) 0,5145

Os resultados sao apresentados como média + desvio padrdo e mediana (intervalo interquartil 25%-
75%). Probabilidade (p), teste t-Student amostras ndo pareadas, *representa resultado estatisticamente
diferente entre linhas.

Achados nesse estudo demonstram diferenga significativa em determinados
marcadores de funcdo renal na comparagao entre diabéticos e seus respectivos
controles, porém os valores de ureia e creatinina (CERIOTTI et al., 2008) ainda se
encontram dentro dos limites de referéncia, indicando auséncia de lesédo renal
manifesta. Embora a nefropatia esteja dentre as complicagbes mais frequentes
associadas ao DM, esta € progressiva e associada ao mau controle glicémico
(DONAGHUE et al., 2014; MACISAAC; EKINCI; JERUMS, 2014). O grupo DM1

apresenta inadequado controle glicémico, mas apresenta a doenga ha, em média, 7,2
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anos. O grupo DM2 embora apresente a doenga por um periodo mais longo
(aproximadamente 10 anos), possui um melhor controle glicémico (Tabela 13).

A concentragao sérica de acido urico foi significativamente menor (P<0,0001)
no grupo DM1 (3,2 + 1,1 mg/dL) quando comparada as criangas saudaveis (4,2 + 1,0
mg/dL), este achado também foi reportado em outro estudo de Lytvyn e colaboradores
(LYTVYN et al., 2015), provavelmente devido a uma diminui¢do da reabsorgao do
acido urico mediada por altas concentragdes de glicose no lumen dos tubulos renais.

Diferente de outros estudos que detectaram hiperuricemia em pacientes com
DM2 e associaram a Rl (YOO et al., 2011; KRISHNAN et al., 2012), nao observamos
diferenca na concentragao sérica do acido urico no grupo DM2 quando comparado ao
grupo controle (P=0,5145). A associagao causal entre hiperuricemia e DM2 pode ser
mediada pela disfungéo renal bem como RI. Contudo, nem todos os estudos chegam
as mesmas conclusdes (LI; HSIEH; CHANG, 2013). Um grande estudo prospectivo
(TANIGUCHI et al.,, 2001) ndao mostrou associagdo entre as concentracdes
plasmaticas de acido urico e o DM2, e associagao inversa as concentracdes
plasmaticas de acido urico e o DM2 foram observadas (HERMAN; MEDALIE;
GOLDBOURT, 1976; TUOMILEHTO et al., 1988).

4.2.5 Marcadores de fungao hepatica

Os marcadores de funcéo hepatica sao importantes de serem avaliados, visto
que a presenca de hepatopatias ocorre no DM devido ao aumento da peroxidacao
lipidica, diminuigdo da oxidagdo de carboidratos e acumulo de gordura nos
hepatdcitos, resultantes do mecanismo de RI (SHARMA et al., 2012).

O DM, principalmente o tipo 2, pode ocasionar o acumulo de gordura nos
hepatdcitos, com surgimento da doenga hepatica gordurosa nao alcodlica (DHGNA),
que por sua vez, provocam alteragao das enzimas hepaticas AST, ALT e Gama-GT
(CAXAMBU; CARROCINI; THOMAZELLI, 2015). Estas foram as enzimas avaliadas

neste estudo e o resultado das analises é apresentado a seguir (Tabela 17).
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Tabela 17. Biomarcadores de fungdo hepatica nos grupos DM1 e DM2 e nos respectivos
controles

Controle DM1
DM1 (n=98) (n=98) P
ALT (UID) 13,7453 (10-16) 130498 (10-15)  0,9447
AST (U/L) 24,5 + 6,2 (21-28) 22,5 + 14,2 (17-25) 0,1554
Gama-GT (U/L) 14,9+4,1(12-16,8) 16 + 15,5 (10-15) 0,2202
Controle DM2
DM2 (n=132) (n=133) P
ALT (UID) 15,8+ 7.4 (12-19) 173%96(10-21.8) 01546
AST (UIL) 21,9+ 11,3 (17-23.8) 183+ 10,7 (12-20)  0,0076*
Gama-GT (U/L) 29,0 + 15 (18 — 36) 401+41.1(18-46)  0,0044*

Os resultados sé&o apresentados como média + desvio padrdo e mediana (intervalo interquartil 25%-
75%). Probabilidade (p), teste t-Student amostras ndo pareadas, *representa resultado estatisticamente
diferente entre linhas.

Embora o grupo DM2 apresentou atividades AST (17,3 £ 9,6 U/L) e Gama-GT
(40,1 £ 41,1 U/L) diferentes do grupo controle (AST 21,9 + 11,3 U/L e Gama-GT 29,0
+ 15 U/L), estas atividades encontram-se dentro do intervalo de referéncia.

Altas atividades das enzimas hepaticas também podem prever
independentemente o desenvolvimento posterior de diabetes (NAKANISHI; SUZUKI;
TATARA, 2004; WANNAMETHEE et al., 2005), bem como eventos cardiovasculares
(DCV) e mortalidade, também em individuos com DM2 (SCHINDHELM; DIAMANT;
DEKKER, 2006; MONAMI et al., 2007). Além disso, ha evidéncias de que enzimas
hepaticas elevadas podem estar relacionadas a sensibilidade a insulina no figado ou
em todo o corpo e/ou secregado de insulina (VOZAROVA et al., 2002) e sindrome
metabdlica (YKI-JARVINEN, 2014).

4.3 Analises moleculares

Foram estudados os polimorfismos rs35874116 e rs12033832 do gene
TAS1R2 e rs266729 do gene ADIPOQ e suas frequéncias genotipicas e alélicas, tanto
no DM1, como no DM2 e seus respectivos controles, apresentaram-se dentro do
equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W; P>0,05). O equilibrio de H-W, sob determinadas
condigdes, evidencia que as frequéncias alélicas na populagao estudada permanecem
constantes de uma geragao a outra, visto que desvios no equilibrio de H-W podem
indicar mutacgdes, fluxo génico/migracao entre populagdes ou até mesmo selegao de
genotipos para reprodugdo (NAMIPASHAKI; RAZAGHI-MOGHADAM; ANSARI-
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POUR, 2015). Os resultados foram divididos em subtopicos de acordo com o gene em

estudo.

4.3.1 Polimorfismos do gene TAS1R2

O gene TAS1R2 é responsavel por codificar o receptor de doce do tipo T1R2.
Este receptor é considerado polimérfico e de alta diversidade, provavelmente
resultante da vantagem seletiva (KIM et al., 2006). Nesse gene, foram avaliados dois
polimorfismos. Os resultados das frequéncias genotipicas e alélicas para os
polimorfismos rs35874116 e rs12033832 séo apresentados na Tabela 18 para o grupo
DM1 e na Tabela 19 para o grupo DM2.

Tabela 18. Frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos rs35874116 e rs12033832
do gene TAS1R2 em pacientes com DM1 e controles saudaveis

Polimorfismos Genoétipos Controle DM1 P
Modelos Alelos (n=98) (n=98)
TAS1R2, rs35874116 0,128
Co-dominante T/T 45 (45,93%) 53 (54,1%)
T/IC 46 (46,93%) 33 (33,7%)
C/C 7 (7,14%) 12 (12,2%)
H-W (p) 0,299 0,069
FAM C-alelo 30,6% 29,1% 0,740*
[95% IC] [24-37%] [23-55%]
TAS1R2, rs12033832 0,573
Co-dominante G/IG 54 (55,1%) 54 (55,1%)
G/A 38 (38,8%) 41 (41,8%)
A/A 6 (6,1%) 3(3,1%)
H-W (p) 0,841 0,144
FAM A-alelo 25,5% 24,0% 0,725*
[95% IC] [19-32%] [18-30%)]

DMH1, Diabetes mellitus tipo 1; Controles, criangas sem diabetes; Valores apresentados em n (%); DM1,
criangas com DM1 e Controle, criangas saudaveis. Probabilidade P-valor, teste do Chi-quadrado para
o gendtipo e frequéncias alélicas™. 95% IC - Intervalo de Confian¢a de 95%. Todos os grupos estao no
equilibrio de Hardy-Weinberg (P>0,05). *Modelo dominante e **Modelo recessivo
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Tabela 19. Frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos rs35874116 e rs12033832
do gene TAS1R2 em pacientes com DM2 e controles saudaveis

Polimorfismos Genétipos Controle DM2 P
Modelos Alelos (n=132) (n=133)
TAS1R2, rs35874116 0,227
Co-dominante TT 62 (47,0%) 71 (53,4%)
T/C 57 (43,2%) 53 (39,8%)
C/IC 13 (9,8%) 9 (6,8%)
H-W (p) 0,985 0,833
FAM C-alelo 31,4% 26,7% 0,229
[95% IC] [26-37%] [21-32%]
TAS1R2, rs12033832 0,041
Co-dominante G/G 63 (47,7%) 80 (60,1%)
G/A 55 (41,7%) 44 (33,1%)
A/A 14 (10,6%) 9 (6,8%)
H-W (p) 0,700 0,389
FAM A-alelo 31,4% 23,3% 0,036*
[95% IC] [26-37%] [18-28%]
Dominante G/G vs G/A + 63/69 80/53 0,04
A/A
Recessivo A/A vs. GIG + 14/118 9/124 0,27
G/A

DM2, Diabetes mellitus tipo 2; Controles, individuos sem diabetes; FAM, frequéncia do alelo menor. As
frequéncias dos polimorfismos estavam dentro do equilibrio de Hardy-Weinberg; controle (P=0,700) e
DM2 (P=0,389). P-valor, teste do Chi-quadrado para o genotipo e frequéncias alélicas®. 95% IC-
intervalo de confianga de 95%. Em negrito probabilidade significativa (P<0,05)

Conforme apresentado na Tabela 18, os polimorfismos rs35874116 e
rs12033832 do gene TAS1R2 ndo apresentaram diferenca nas frequéncias alélicas e
genotipicas entre os grupos DM1 e controle, ndo estando associado ao DM1 na
amostra em estudo. O polimorfismo rs35874116 do gene TAS1R2 também n&o foi
associado ao DM2 (Tabela 19). Este polimorfismo foi associado a ingestdao de
alimentos doces (ENY et al., 2010), mas n&o a obesidade (SCHNOR et al., 2017; KOC;
SOYOCAK; ANDAC-OZTURK, 2021), DM2 (SCHNOR et al., 2017) ou DMG
(BARTAKOVA et al., 2016). Foi reportado que o alelo C foi associado a menores
excursodes de glicose pos-prandial (SERRANO et al., 2021).

Avaliando a frequéncia genotipica da presente pesquisa com outras
pesquisas realizadas para o rs35874116, pode-se observar na Tabela 20, que os
resultados do grupo controle criangas (30,6% 24-37%]) e adultos (31,4% [26-37%])
sao similares a outro estudo brasileiro, e ainda, canadenses, mexicanos, espanhais,

turcos, tchecos e ingleses.
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TAS1R2 - rs35874116 Ge'(‘.,zt)'m A'e'(‘zk';"AF
Grupo étnico Caracteristicas N TT TC CcC C
Controle criancas 98  45,9% 46,9% 7,1% 31%
T DM1 98 54,1% 33,7% 12,2% 29%
(PRESENTE ESTUDO) Controle adulto 132  47% 43,2% 9,8% 31%
DM2 133  53,4% 38,9% 6,8% 27%
(E,\‘l’éo\;%%sgf';‘fs G Mulheres obesas 351  48% 43% 9% 31%
Canadenses o o o o
(ENY et al.. 2010) DM2 100 47% 43% 1% 33%
HEEEDS (230 In:é\ﬂﬁgg T 41 56.9% 374% 5.7% 249
(RAMOS-LOPEZ et al., 2016) e A °
saudaveis
Coreanos Individuos
(CHOI et al., 2017) adultos 1.053 73% 251% 1,8% 14%
v saudaveis
Australianos Jovens adultos o o o o
(HAN: KEAST; ROURA, 2017) saudéveis 28 60.7% 357% 36% 21%
Espanhois Caucasianos
. saudaveis (18a 949 36,4% 47,1% 16,5% 40%
(BARRAGAN et al., 2018) 80 anos)
Turca escolares com
o i o, 0, o, 0,
(HAZNEDAROGLU et al., 2015) idades entre 7 e 182 51,6% 41,8% 6,6% 28%
12 anos
ﬁgtfgczttgfegg - Criancas 637  52% 39.7% 8.3% 28%
Ingleses Individuos
(METHVEN; ELLIS; adultos 62 58% 37% 5% 24%
KAVALIAUSKAITE, 2018) saudaveis
. . Escolares de 13
e aldanossem 673 77.4% 21.4% 1.2% 12%

(WANG et al., 2020)

caries

Fonte: Autor (2022).

Apds a genotipagem para o polimorfismo rs12033832, nao foi observada
diferenca nas frequéncias alélicas (P=0,725) e genotipicas para o modelo
codominante (p=0,573) para o polimorfismo rs12033832 entre o grupo DM1 e controle,
nao estando associado ao DM1 (Tabela 18). Contudo, houve diferenga significativa
nas frequéncias alélicas (P=0,036) e genotipicas para o modelo codominante

(P=0,041) entre o grupo DM2 e controle (Tabela 19). Além disso, para os portadores
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do alelo mais frequente, G/G, confere risco para o DM2, de 1,5 vezes (odds ratio) com
intervalo de confianga de 95% (1,03-2,22).

O polimorfismo rs12033832 trata-se de um SNP recentemente estudado. Em
2015, um primeiro estudo que buscou avaliar a frequéncia desse polimorfismo em uma
populagdo canadense demonstrou que o polimorfismo rs12033832 do gene TAST1R2
esta associado ao paladar da sacarose e a ingestdo de acucar (DIAS et al., 2015),
posteriormente, outro estudo identificou que individuos eutréficos com gendtipo A/A
tiveram maior sensibilidade ao paladar doce e ndo gostam de consumir produtos com
alto teor de acucar, enquanto individuos obesos com gendétipo G/G possuem menor
sensibilidade, ocasionando maior ingestao do agucar (BAHAUDDIN et al., 2020).

Existe uma forte relacdo entre a ingestdo de calorias, principalmente
provenientes do agucar e a obesidade e, paralelamente ao aumento do sobrepeso e
da obesidade, a prevaléncia da sindrome metabdlica e do DM2 também esta
aumentando, demonstrando que a ingestado de agucar esta intimamente relacionada
com a taxa de DM em todo o mundo. Sabe-se, também, que os aspectos ambientais
e genéticos fornecem uma explicagdo potencial sobre a susceptibilidade de certos
grupos ao desenvolvimento de DM (JOHNSON et al., 2009), o que impulsiona a
necessidade em pesquisar a relagao entre os fatores que afetam o consumo alimentar
e o DM.

Até o presente momento, ndo foi encontrado estudo desse polimorfismo em
populacdes brasileiras e sua relacdo com o DM também nao foi estudada. Poucos
estudos estao disponiveis acerca desse polimorfismo, as frequéncias obtidas foram,

entdo, comparadas e sao apresentadas na Tabela 21.
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TASTR2 - rs12033832 oy garead
Grupo étnico Caracteristicas N GG GA AA A
Controle criangcas 98 55,1% 38,8% 6,1% 26%
(PRESENTE ESTUDO) Controle adulto 132 47,7% 41,7% 10,6% 31%
DM2 133 60,1% 33,1% 6,8% 23%
Canadenses 0 0 0 0
(DIAS et al., 2015) Controle adulto 91  58,2% 31,9% 9,9% 26%
Australianos Jovens adultos o o o o
(HAN: KEAST; ROURA, 2017) saudaveis 28 345% 31.9% 21.6%  47%
Ingleses Individuos
(METHVEN; ELLIS; adultos 62 43% 47% 10% 34%
KAVALIAUSKAITE, 2018) saudaveis
Individuos
SlEgeE saudaveis de
(HABBERSTAD; DRAKE; meia idade ndo 3602 41% 46% 14% 37%
SONESTEDT, 2017)
fumantes
Coreanos Mulheres o o o o
(CHOI, 2021) saudaveis 2198 26,8% 49,4% 23,8% 49%
Fonte: Autor (2022).
Conforme apresentado, a presente populagdo controle adulto apresentou

frequéncia do alelo menor (31,4% [26-37%]) semelhante aos resultados obtidos no
primeiro estudo realizado para este polimorfismo, que o avaliou em uma populagao
canadense (DIAS et al., 2015), além das populagdes inglesa (METHVEN; ELLIS;
KAVALIAUSKAITE, 2018) e sueca (HABBERSTAD; DRAKE; SONESTEDT, 2017).
Sendo a frequéncia do alelo raro diferente do encontrado em australianos (HAN;
KEAST; ROURA, 2017) e coreanos (CHOI, 2021), inclusive o heterozigoto nao foi o
mais frequente, como nessas duas populagdes e no estudo com ingleses (METHVEN,;
ELLIS; KAVALIAUSKAITE, 2018) e suecos (HABBERSTAD; DRAKE; SONESTEDT,
2017).

O estudo desse polimorfismo se mostra necessario devido a falta de estudos
em brasileiros, bem como sua relagdo com o DM. Resumidamente, o polimorfismo
rs12033832 do gene TAS71R2 foi associado ao DM2, com risco aumentado de 1,5
vezes (odds ratio) com intervalo de confianca de 95% (1,03-2,22) para o alelo mais

frequente (G/G gendtipo). As frequéncias genotipicas observadas na populagdo em
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estudo s&o similares ao estudo realizado com a populagdo canadense, inglesa e

sueca.

4.3.2 Polimorfismos do gene ADIPOQ

As frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo rs266729 estao
apresentados na Tabela 22 para o grupo DM1 e na Tabela 23 para o grupo DM2. As
frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo rs266729 foram similares entre os

grupos DM e seus respectivos controles, nao sendo associado ao DM1 ou DM2.

Tabela 22. Frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo rs266729 do gene ADIPOQ
em pacientes com DM1 e controles saudaveis

Polimorfismos Genétipos Controle DM1 p
Modelos Alelos (n=98) (n=98)
ADIPOQ, rs266729 0,955
Co-dominante C/C 55 (56,1%) 53 (54,1%)
C/G 35 (35,7%) 37 (37,7%)
G/G 8 (8,2%) 8 (8,2%)
H-W (p) 0,474 0,669
G-alelo 26,0% 27,0% 0.773*
[95% IC] [20-32%] [21-33%] ’

DM1, Diabetes mellitus tipo 1; Controles, criangas sem diabetes. Valores apresentados em n (%); DM1,
criangas com diabetes tipo 1 e Controle, criangas saudaveis. Probabilidade P-valor, teste do Chi-
quadrado para o genotipo e frequéncias alélicas*. 95% IC - Intervalo de Confianca de 95%. Todos os
grupos estédo no equilibrio de Hardy-Weinberg (P>0,05). *Modelo dominante e **Modelo recessivo.

Tabela 23. Frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo rs266729 do gene ADIPOQ
em pacientes com DM 2 e controles saudaveis

Polimorfismos/ Gendétipos Controle DM2 5
Modelos Alelos (n=132) (n=133)
ADIPOQ, rs266729 0,423
Co-dominante C/C 67 (50,8%) 72 (54,1%)
C/IG 58 (43,9%) 57 (42,9%)
G/G 7 (5,3%) 4 (3,0%)
H-W (p) 0,216 0,064
G-alelo 27,3% 24,4% 0.455*
[95% IC] [22-33%] [19-30%] '

DM2, Diabetes mellitus tipo 2; Controles, individuos sem diabetes; FAM, frequéncia do alelo menor. As
frequéncias dos polimorfismos estavam dentro do equilibrio de Hardy-Weinberg; controle (P=0,216) e
DM2 (P=0,064). P-valor, teste do Chi-quadrado para o gendtipo e frequéncias alélicas*. 95% IC-
intervalo de confianca de 95%.

Como o polimorfismo rs266729 consiste em uma substituicdo de uma citosina
por uma guanina, na posig¢ao -11377, que sobrepde um dos sitios de ligacao do fator

de transcricado da proteina de especificidade 1 (Sp1), foi sugerido que os portadores
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do alelo G apresentem menores concentragdes plasmaticas de adiponectina, ou seja,
esse polimorfismo pode afetar a produgéo deste horménio (SRINIVASAN et al., 2017).

Autores ressaltaram a associagao inversa entre adiponectina e risco de
complicagdes em pacientes com DM1 e DM2 (PRIOR et al., 2009), uma vez que
baixas concentracdes plasmaticas de adiponectina estdo associados a obesidade
(ARITA et al., 1999) e DM2 (LINDSAY et al., 2002). Enquanto as concentragdes de
adiponectina estao elevadas no DM1 (FRYSTYK et al., 2005).

De forma discordante com nossos resultados, foi reportado associacao deste
polimorfismo com o DM2 nas populagdes africana (OLCKERS et al., 2007), afro-
americana (UKKOLA et al., 2005), indiana (PRAKASH et al., 2015), iraniana
(KAFTAN; HUSSAIN, 2015; ALIMI; GOODARZI; NEKOEI, 2021) e chinesa (LI et al.,
2013). Contudo, também foi reportado falta de associagéo do polimorfismo rs266729
com DM2 na populagao de Taiwan (HSIAO; LIN, 2016), japonesa (HARA et al., 2002),
italiana (BACCI et al., 2004; CHIODINI et al., 2010), finlandesa (ZACHAROVA,;
CHIASSON; LAAKSO, 2005) e caucasiana do Reino Unido (GABLE et al., 2007).

Foram reportados resultados discordantes da associagao de variantes no gene
ADIPOQ a vérios biomarcadores no Sul da Europa, mas ndo no Norte. As variantes
do gene ADIPOQ foram, portanto, consideradas marcadores atualmente pobres para
o desenvolvimento do DM2. Sua influéncia no risco depende significativamente de
interagcbes que nao sdo atualmente compreendidas, como variagdo genética em
outros lugares ou com o ambiente da amostra estudada (GABLE et al., 2007).

Os estudos de associagao entre o polimorfismo rs266729 do gene ADIPOQ e
nefropatia diabética DM1 também sao conflitantes, sendo encontrado na populagao
dinamarquesa (VIONNET et al., 2006) e americana (ZHANG et al., 2009), mas nao na
francesa (VIONNET et al., 2006), finlandesas (VIONNET et al., 2006) e sueca (MA et
al., 2007). Também ja foi relatado por outros autores uma associagao entre o alelo C
da variante rs266729 e risco de doenca cardiovascular em uma amostra de individuos
participantes do projeto “Golden Years” composta por individuos com DM1 de longa
data (PRIOR et al., 2009).

Deve-se ressaltar que os resultados obtidos, em comparacdo com a
populacdo mundial, podem ser discrepantes devido as diferencas étnicas entre
populagdes, interagcdes gene-ambiente, desenho do estudo, modo de herancga e
cultura alimentar (SALANTI et al., 2009).
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A frequéncia do alelo menos frequente G nos grupos controle criangas (26%

[20-32%]) e adultos (27% [22-33%]) foram similares as populagdes finlandesa nao
diabética (ALIMI; GOODARZI; NEKOEI, 2021), inglesa (ALIMI; GOODARZI; NEKOEI,
2021) e italiana (BACCI et al., 2004) e diferentes da indiana (PRAKASH et al., 2015),
iraniana (ERFANIAN et al., 2016) e taiwanesa (HSIAO; LIN, 2016) (Tabela 24).

Tabela 24. Levantamento de outros estudos do polimorfismo rs266729

Genétipo Alelo MAF
ADIPOQ - rs266729 (%) (%)
Grupo étnico Caracteristicas N CcC CG GG G
Controle criangas 98 56,1% 35,7% 8,2% 26%
Brasileiros DM1 98 54,1% 37,7% 8,2% 27%
(PRESENTE ESTUDO) Controle adultos 132  50,8% 43,9% 5,3% 27%
DM2 133 54,1% 42,9% 3,0% 24%
Finlandeses Controle 110 50,0% 41,8% 8,2% 29%
(ALIMI; GOODARZI; NEKOEI,
2021) DM2 100 33,0% 58,0% 9,0% 38%
Ingleses Caucasianos o o o o
(PRIOR et al., 2009) com diabetes (50 547% 39.8% 5,5% 25%
Indianos Homens e o o o o
(PRAKASH et al., 2015) mulheres 643 80.1% 17.9% 2,0% 1%
ltalianos Controle 234 50,4% 37,6% 12% 31%
(BACClI et al., 2004) DM2 142 49,3% 45.8% 4,9% 28%
(T:g’lv/ige_sﬁsN 2016) N3o diabéticos 1281 46,2% 29,4% 6,1% 21%
Iranianos Controle 300 883% 11,3% 0,3% 6%
(ERFANIAN et al., 2016) DM?2 300 85%  14% 1% 8%

Resumidamente, o polimorfismo rs266729 do gene ADIPOQ nao foi

associado, na populacao estudada, ao DM1 e ao DM2, e a frequéncia do alelo menos

frequente G foi similar a de outras populagdes caucasoides.
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5 CONCLUSAO

e O polimorfismo rs35874116 do gene TASTRZ2 e rs266729 do gene ADIPOQ né&o
foram associados ao DM1 de inicio precoce e ao DM2 na polug¢ao Euro-Brasileira;

e O polimorfismo rs12033832 do gene TAS71R2 nao foi associado ao DM1 de inicio
precoce na polucado Euro-Brasileira;

e O gendtipo GG do polimorfismo rs12033832 do gene TAS1RZ2 foi associado ao

aumento de risco para o DM2 em 1,5 vezes (odds ratio).
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ANEXO C. APROVAGAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM SERES
HUMANOS PARA ADULTOS

Plataforma Brasd - Ministéno da Sauda
Universidade Federal do Parand - Seior de Cigncias da Saude’ 5CS - UFFR

PROJETO DE PESQUISA

Thudo: Fsoformas soldveis do recaptor de produles de glcacio avancada (sRAGE) no Diabeles
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Pesguisador: Mauran Isfar Anghebem Ofivedns Versho: 1
Instituigio: Universidade Federal do Perans - Setor de CAAE: 01038112.0.0000.00102
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
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E um esludo caso-controle para andlise de delermesadas proteines {sSRAGE) com relirada de sangue em
sujilcs portadores die diabeles mellitus tipo | (n=100}, bpo | (n= 100) & gestaconal (n=100], mcrutados na
Unidade de Diabeies do Servipo de Endocrmoiogia o Matshologia do Hospitei de Clinicas (HC) da UFPR-
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Clinicas da UFPR. Para analises de dados da histdria clinica. biormétricos dos supdios, oS pesqursadores terdo
BOES50 80 pronfulno dos sujeitos As sSRAGE encontram-se ligadas a complicagdes vasculares da diabetes,
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A pesquisa faz parte de um projeto de Doutorado em Farmacia e Biogquimica. Ela apresenta metodologia sélida,
conforme descrito na andlise de mérito criteriosa. Ela faz parte da formagado de um biorepositorio, nos TCLE esta
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CURITIBA, 18 de Abril do 2012

Baurdin por
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ESTATISTICAS COMPLEMENTARES DOS

PARAMETROS BIOQUIMICOS
ESTATISTICA DESCRITIVA DOS GRUPOS PARA GLICEMIA

Breakdown Table of Descriptive Statistics (GLU.sta) Smallest N for any variable: 66

Var10

Means

NG

Confidence
-95,000%

Confidence
+95,000% | N

NG

Std.Dev.

NG NG

Minimum

NG
Maximum

NG
Q25

NG
Median

NG

NG

10.

72383

10.43154

11.01613 | 9

0.38026

10.21200

11.37750

10.43400

10.71150

DR

36.

50790

34.78078

38.23502

10

2.41435

32.91150|40.45950

34.13250

36.85200

INS

30.

59900

25.72452

35.47348 | 9

6.34147

17.81550

38.07300

28.52700

29.35950

INS10

28.

19400

24.45257

31.93543 | 9

4.86742

19.20300

32.96700

26.19600

29.35950

INS30

21.

18435

14.97060

27.39810

10

8.68622

10.98900

32.63400

11.10000

21.56175

A10

38.

35050

36.46543

40.23557 | 9

2.45238

34.68750|42.62400

36.79650

37.85100

A30

34.

43775

33.11378

35.761

72 110

1.85079

31.24650

36.46350

33.24450

35.29800

All Grps|28.

66827

26.18968

31.14687

66

10.08253

10.21200(42.62400

21.81150

32.30100

COMPARACOES ENTRE GRUPOS COM O TESTE DE TUKEY HSD FOR UNEQUAL N.

Unequal N HSD; Variable: NG (GLU.sta) Marked differences are significant at p < ,05000
{1} {2} {3} {4} {5} {6} {7}
Var10 | M=10,724 | M=36,508 | M=30,599 | M=28,194 | M=21,184 | M=38,350 | M=34,438
NG {1} 0.000133 | 0.000133 | 0.000133 | 0.000445 | 0.000133 | 0.000133
DR {2} | 0.000133 0.130756 | 0.007673 | 0.000133 | 0.981362 | 0.956963
INS {3} | 0.000133 | 0.130756 0.932324 | 0.001697 | 0.016072 | 0.605948
INS10 {4}| 0.000133 | 0.007673 | 0.932324 0.039891 | 0.000640 | 0.093290
INS30 {5}| 0.000445 | 0.000133 | 0.001697 | 0.039891 0.000133 | 0.000133
A10 {6} | 0.000133 | 0.981362 | 0.016072 | 0.000640 | 0.000133 0.584275
A30 {7} | 0.000133 | 0.956963 | 0.605948 | 0.093290 | 0.000133 | 0.584275
Categ. Box & Whisker Plot: NG
45 T T T T
35
30 =
25
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ESTATISTICA DESCRITIVA DOS GRUPOS PARA TRIGLICERIDEOS

Q75
10.82250
38.18400
36.13050
32.19000
30.30300
39.73800
35.90850
36.29700
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All Groups Breakdown Table of Descriptive Statistics (TG.sta) Smallest N for any variable: 67

G1

NG
Means

-95,000%

Confidence

Confidence

+95,000%

NG
N

NG
Std.Dev.

NG
Minimum

NG
Maximum

NG

Q25

NG
Median

NG
Q75

NG

91.2222

69.6831

112.7613

9

28.0213 | 56.0000

132.0000

64.0000

98.0000

115.0000

DR

395.7000

268.0462

523.3538

10

178.4477)136.0000

623.0000

211.0000

422.5000

539.0000

INS

204.0000

150.8706

257.1294

10

74.2698 |100.0000

343.0000

133.0000

213.5000

238.0000

INS10

163.8767

127.9217

199.8317

9

46.7757 | 90.0000

241.0000

150.0000

159.8900

173.0000

INS30

231.8000

179.9644

283.6356

10

72.46121140.0000

327.0000

166.0000

222.0000

316.0000

A10

396.1000

258.5531

533.6469

10

192.2773|112.0000

688.0000

342.0000

380.5000

554.0000

A30

265.6667

149.8379

381.4954

9

150.6876|101.0000

580.0000

138.0000

245.0000

356.0000

All Grps

253.1775

214.4116

291.9433

67

158.9290| 56.0000

688.0000

133.0000

211.0000

343.0000

G1

All Groups Unequal N HSD; Variable: NG (TG.sta) Marked differences are significant at p <,05000

{1}

M=91,222

{2}
M=395,70

{3}

M=204,00

{4}
M=163,88

{5}
M=231,80

{6}
M=396,10

{7}
M=265,67

NG {1}

0.000173

0.469085

0.874087

0.214248

0.000172

0.058971

DR {2}

0.000173

0.016601

0.003623

0.063343

1.000000

0.297764

INS {3}

0.469085

0.016601

0.992929

0.998791

0.016264

0.938427

INS10 {4}

0.874087

0.003623

0.992929

0.905256

0.003548

0.591208

INS30 {5}

0.214248

0.063343

0.998791

0.905256

0.062222

0.997215

A10 {6}

0.000172

1.000000

0.016264

0.003548

0.062222

0.294267

A30 {7}

0.058971

0.297764

0.938427

0.591208

0.997215

0.294267

900

800 r

700

600

500

NG

300 r

200 ¢

100 ¢

-100

400 ¢

Categ. Box & Whisker Plot:

NG

o

NG

DR
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INS

10 INS30

G1
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o

O
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T Mean+1,96*SD
ESTATISTICA DESCRITIVA DOS GRUPOS PARA COLESTEROL

Breakdown Table of Descriptive Statistics (COL.sta) N=68 (No missing data in dep. var. list)

G1

DG
Means

Confidence
-95,000%

Confidence
+95,000%

DG
N

DG
Std.Dev.

DG
Minimum

DG
Maximum

DG
Q25

DG
Median

DG
Q75

NG

52.44444

48.79608

56.0928

9

4.74634 147.00000

60.0000

50.00000

50.00000

56.00000
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DR [84.70000| 76.41194 | 92.9881 |10/11.58591|67.00000(103.0000(74.00000(85.50000(90.00000
INS |[59.80000| 55.44474 | 64.1553 |10|6.08824 [50.00000| 67.0000 |56.00000(60.50000(65.00000
INS10 (57.38222| 48.82702 | 65.9374 | 9 |11.12991[42.00000| 77.0000 |54.00000(56.44000(65.00000
INS30 (50.10000| 45.04785 | 55.1522 |10|7.06242 [42.00000| 64.0000 }43.00000[50.00000(55.00000
A10 [84.80000| 78.70382 | 90.8962 |10(8.52187 |73.00000| 97.0000 {76.00000(87.00000|89.00000
A30 [87.60000| 71.58211 | 103.6179 |10 [22.39147|68.00000|127.0000(71.00000(75.50000(95.00000
All Grps|68.50647| 63.84656 | 73.1664 |68[19.25175/42.00000(127.0000(53.50000(65.00000({80.50000!
Unequal N HSD; Variable: DG (COL.sta) Marked differences are significant at p < ,05000
{1} {2} {3} {4} {5} {6} {7}
G1 M=52,444 | M=84,700 | M=59,800 | M=57,382 | M=50,100 | M=84,800 | M=87,600
NG {1} 0.000135 | 0.832598 | 0.971804 | 0.999548 | 0.000134 | 0.000132
DR {2} | 0.000135 0.000358 | 0.000247 | 0.000132 1.000000 | 0.997832
INS {3} | 0.832598 | 0.000358 0.999460 | 0.516489 | 0.000343 | 0.000157
INS10 {4}| 0.971804 | 0.000247 | 0.999460 0.839005 | 0.000240 | 0.000145
INS30 {5}| 0.999548 | 0.000132 | 0.516489 | 0.839005 0.000132 | 0.000132
A10 {6} | 0.000134 1.000000 | 0.000343 | 0.000240 | 0.000132 0.998239
A30 {7} | 0.000132 | 0.997832 | 0.000157 | 0.000145 | 0.000132 | 0.998239
Categ. Box & Whisker Plot: DG
140 : . _ _
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ESTATISTICA DESCRITIVA DOS GRUPOS PARA HDL

Breakdown Table of Descriptive Statistics (HDL.sta) N=68 (No missing data in dep. var. list)

NG

G1 Means

Confidence
-95,000%

Confidence
+95,000%

NG
N

NG
Std.Dev.

NG
Minimum

NG
Maximum

NG
Q25

NG
Median

NG
Q75

NG [24.66667

22.94787

26.38546

9

2.236068

23.00000

29.00000

23.00000

23.00000

26.00000

DR [39.10000

36.41384

41.78616

10

3.754997

35.00000

46.00000

36.00000

39.00000

42.00000
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INS [28.44400( 26.72083 | 30.16717 |10 [2.408832[25.00000|33.00000{26.00000{28.22000(30.00000
INS10 [26.35778| 22.51543 | 30.20012 | 9 4.998704(19.00000({35.00000/26.00000|26.22000(29.00000
INS30 [24.14400| 22.58238 | 25.70562 | 10(2.183001[21.00000({28.00000/22.00000}24.11000{25.00000
A10 [43.00000| 40.52193 | 45.47807 |10|3.464102|37.00000{50.00000(41.00000}42.50000{45.00000
A30 ([39.90000| 34.87041 | 44.92959 |10 (7.030884/32.00000{50.00000 ({34.00000|37.00000{46.00000
All Grps(32.42794| 30.36754 | 34.48834 |68 (8.512226(19.00000|50.00000[25.50000(30.00000}40.00000
Unequal N HSD; Variable: NG (HDL.sta) Marked differences are significant at p < ,05000
{1} {2} {3} {4} {5} {6} {7}
G1 M=24,667 | M=39,100 | M=28,444 | M=26,358 | M=24,144 | M=43,000 | M=39,900
NG {1} 0.000132 | 0.447341 0.974368 | 0.999967 | 0.000132 | 0.000132
DR {2} | 0.000132 0.000135 | 0.000132 | 0.000132 | 0.344333 | 0.999463
INS {3} | 0.447341 0.000135 0.930222 | 0.234740 | 0.000132 | 0.000132
INS10 {4}| 0.974368 | 0.000132 | 0.930222 0.909193 | 0.000132 | 0.000132
INS30 {5}| 0.999967 | 0.000132 | 0.234740 | 0.909193 0.000132 | 0.000132
A10{6} | 0.000132 | 0.344333 | 0.000132 | 0.000132 | 0.000132 0.619050
A30 {7} | 0.000132 | 0.999463 | 0.000132 | 0.000132 | 0.000132 | 0.619050
Categ. Box & Whisker Plot: NG
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ESTATISTICA DESCRITIVA DOS GRUPOS PARA CREATININA
Breakdown Table of Descriptive Statistics (CREA.sta) Smallest N for any variable: 65
G1 NG |Confidence|Confidence|[NG| NG NG NG NG NG NG
Means | -95,000% | +95,000% | N |Std.Dev. |[Minimum|Maximum| Q25 Median Q75
NG [0.225000| 0.182138 | 0.267862 | 8 |0.051270|0.170000(0.330000(0.185000|0.220000(0.245000
DR |0.161000] 0.129827 | 0.192173 |10]0.043576(0.110000(0.270000 0.130000|O.155000|O.170000
INS |0.216667| 0.200820 | 0.232513 | 9 |0.020616(0.200000|0.250000 O.200000|0.210000|0.220000
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INS10 |0.212500| 0.195930 | 0.229070 | 8 {0.019821|0.190000{0.250000 O.200000|O.205000|0.225000
INS30 |0.219000| 0.189323 | 0.248677 | 10|0.041486|0.160000{0.280000 0.180000|O.220000|0.260000
A10 [0.172000| 0.151543 | 0.192457 |10 (0.028597(0.130000|0.220000 0.150000|0.170000|0.200000
A30 [0.168000| 0.135514 | 0.200486 |10 [0.045412(0.110000|0.260000 O.140000|0.160000|0.190000
All Grps|0.194615| 0.183585 | 0.205645 |65 [0.044514(0.110000|0.330000 0.160000|0.200000|0.220000
Unequal N HSD; Variable: NG (CREA.sta) Marked differences are significant at p <,05000
{1} {2} {3} {4} {5} {6} {7}
G1 M=,22500 | M=,16100 | M=,21667 | M=,21250 | M=,21900 | M=,17200 | M=,16800
NG {1} 0.020856 | 0.999446 | 0.994262 | 0.999918 | 0.092705 | 0.055600
DR {2} | 0.020856 0.042204 | 0.111106 | 0.018408 | 0.994765 | 0.999614
INS {3} | 0.999446 | 0.042204 0.999990 | 1.000000 | 0.177067 | 0.109549
INS10 {4}| 0.994262 | 0.111106 | 0.999990 0.999868 | 0.343644 | 0.237985
INS30 {5}| 0.999918 | 0.018408 | 1.000000 | 0.999868 0.097973 | 0.055455
A10 {6} | 0.092705 | 0.994765 | 0.177067 | 0.343644 | 0.097973 0.999985
A30{7} | 0.055600 | 0.999614 | 0.109549 | 0.237985 | 0.055455 | 0.999985
Categ. Box & Whisker Plot: NG
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ESTATISTICA DESCRITIVA DOS GRUPOS PARA UREIA
Breakdown Table of Descriptive Statistics (UREA.sta) Smallest N for any variable: 67
G1 DR |Confidence|Confidence|DR| DR DR DR DR DR DR
Means | -95,000% | +95,000% | N |Std.Dev. |Minimum{Maximum| Q25 | Median | Q75
NG [34.50000| 30.59273 | 38.40727 [10|5.46199 [26.00000({40.00000{29.00000{35.00000({40.00000
DR [60.70000| 54.09139 | 67.30861 |10|9.23821 {49.00000|75.00000/54.00000}56.50000(69.00000
INS [32.50667| 29.25543 | 35.75791 | 9 |4.22970 {26.00000/40.00000{32.00000{33.00000(33.56000
INS10 |32.50667| 29.25543 | 35.75791 | 9 |4.22970 |26.00000|40.00000{32.00000(33.00000(33.56000
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INS30 [42.38800| 36.42249 | 48.35351 |10 |8.33921 |35.00000|65.00000[39.00000{40.50000/42.44000
A10 [65.80000| 57.95061 | 73.64939 |10|10.97269|43.00000(79.00000 [62.00000(65.50000(76.00000
A30 [51.77778| 46.72590 | 56.82965 | 9 |6.57225 [39.00000({61.00000 [48.00000{53.00000}55.00000
All Grps|46.04478| 42.43064 | 49.65891 |67 (14.81692|26.00000|79.00000[33.56000{40.00000|57.00000
Unequal N HSD; Variable: DR (UREA.sta) Marked differences are significant at p <,05000
{1} {2} {3} {4} {5} {6} {7}

G1 M=34,500 | M=60,700 | M=32,507 | M=32,507 | M=42,388 | M=65,800 | M=51,778
NG {1} 0.000132 | 0.997635 | 0.997635 | 0.237945 | 0.000132 | 0.000285
DR {2} | 0.000132 0.000132 | 0.000132 | 0.000148 | 0.731966 | 0.169897
INS {3} | 0.997635 | 0.000132 1.000000 | 0.093770 | 0.000132 | 0.000148
INS10 {4}| 0.997635 | 0.000132 | 1.000000 0.093770 | 0.000132 | 0.000148
INS30 {5}| 0.237945 | 0.000148 | 0.093770 | 0.093770 0.000132 | 0.128326
A10{6} | 0.000132 | 0.731966 | 0.000132 | 0.000132 | 0.000132 0.003661
A30 {7} | 0.000285 | 0.169897 | 0.000148 | 0.000148 | 0.128326 | 0.003661

Categ. Box & Whisker Plot: DR
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ESTATISTICA DESCRITIVA DOS GRUPOS PARA ALT
Breakdown Table of Descriptive Statistics (ALT.sta) Smallest N for any variable: 64
G1 NG |Confidence|ConfidenceNG| NG NG NG NG NG NG
Means | -95,000% | +95,000% | N [Std.Dev. [Minimum|Maximum| Q25 | Median| Q75

NG |(68.6667| 64.3184 | 73.0149 | 9 [5.65685 [57.00000| 77.0000 | 66.0000 | 68.0000 | 72.0000

DR [|132.5556| 106.3782 | 158.7329 | 9 (34.05551|84.00000|185.0000(106.0000|122.0000|167.0000
INS |77.9256| 70.8095 | 85.0416 | 9 [9.25769 |69.00000| 93.0000 |71.0000 | 74.0000 | 82.0000
INS10 |84.6670| 77.7396 | 91.5944 |10|9.68389 {70.00000{102.0000|77.0000 | 83.3350 | 92.0000
INS30 | 87.2467 | 82.0056 | 92.4877 | 9 |6.81833 |74.00000({100.0000|87.0000 | 87.0000 | 88.1100
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A10 [108.2222| 96.4151 | 120.0293 | 9 |{15.36048(94.00000|142.0000|97.0000 {107.0000|108.0000
A30 [129.0000] 96.4698 | 161.5302 | 9 |42.32021(79.00000|215.0000{108.0000{123.0000|140.0000
All Grps| 98.1128 | 90.2655 | 105.9601 |64 |31.41529|57.00000({215.0000| 77.0000 | 88.1100 {108.0000
Unequal N HSD; Variable: NG (ALT.sta) Marked differences are significant at p < ,05000
{1 2) 3) ) 5) {6) {7y
G1 M=68,667 | M=132,56 | M=77,926 | M=84,667 | M=87,247 | M=108,22 | M=129,00
NG {1} 0.000135 | 0.972438 | 0.719209 | 0.560479 | 0.006075 | 0.000138
DR {2} | 0.000135 0.000171 | 0.000557 | 0.001132 | 0.242013 | 0.999871
INS {3} | 0.972438 | 0.000171 0.994789 | 0.971504 | 0.070532 | 0.000281
INS10 {4}| 0.719209 | 0.000557 | 0.994789 0.999980 | 0.277053 | 0.001496
INS30 {5}| 0.560479 | 0.001132 | 0.971504 | 0.999980 0.413790 | 0.003189
A10 {6} | 0.006075 | 0.242013 | 0.070532 | 0.277053 | 0.413790 0.425381
A30 {7} | 0.000138 | 0.999871 | 0.000281 | 0.001496 | 0.003189 | 0.425381
Categ. Box & Whisker Plot: NG
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ESTATISTICA DESCRITIVA DOS GRUPOS PARA AST
Breakdown Table of Descriptive Statistics (AST.sta) Smallest N for any variable: 64
G1 NG |Confidence|Confidence[NG| NG NG NG NG NG NG
Means | -95,000% | +95,000% | N [Std.Dev. [Minimum|Maximum| Q25 | Median| Q75
NG [160.1000| 133.9344 | 186.2656 |10 |36.5770 [124.0000|225.0000{127.0000{153.0000|176.0000
DR [244.4444| 190.8755 | 298.0134 | 9 (69.6906 |169.0000|368.0000 (184.0000|250.0000}293.0000
INS [230.7780| 105.0321 | 356.5239 |10 [175.7807|125.0000|719.0000 (135.0000|188.5000[221.0000
INS10 |196.5311| 180.2774 | 212.7848 | 9 | 21.1453 |156.0000({221.0000(184.0000/203.0000[215.0000
INS30 [184.2356( 175.3655 | 193.1056 | 9 | 11.5395 |166.0000({197.0000(176.0000|184.0000{193.5600
A10 [196.5556| 170.7877 | 222.3235 | 9 |33.5228 [148.0000|248.0000{173.0000{191.0000/209.0000
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A30

226.0000

190.1248

261.8752

8

42.9119

152.0000

269.0000

196.0000|235.5000j262.0000

All Grps

204.8856

184.8574

224.9138

64

80.1794

124.0000

719.0000

171.5000/191.5000j221.0000

G1

Unequal N HSD; Variable: NG (AST.sta) Marked differences are

significant at p < ,05000

{1}
M=160,10

{2}
M=244,44

{3}
M=230,78

{4}
M=196,53

{5}
M=184,24

{6}
M=196,56

{7}
M=226,00

NG {1}

0.278576

0.425388

0.956687

0.994832

0.956549

0.639026

DR {2}

0.278576

0.999806

0.855086

0.671994

0.855382

0.999197

INS {3}

0.425388

0.999806

0.967875

0.871151

0.967987

1.000000

INS10 {4}

0.956687

0.855086

0.967875

0.999895

1.000000

0.988939

INS30 {5}

0.994832

0.671994

0.871151

0.999895

0.999894

0.937711

A10 {6}

0.956549

0.855382

0.967987

1.000000

0.999894

0.988987

A30 {7}

0.639026

0.999197
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0.937711

0.988987
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ESTATISTICA DESCRITIVA DOS GRUPOS PARA AMILASE

Breakdown Table of Descriptive Statistics (AMS.sta) Smallest N for any variable: 65

G1

NG
Means

Confidence
-95,000%

Confidence
+95,000%

NG
N

Std.Dev.

NG NG

Minimum

NG
Maximum

NG
Q25

Median

NG NG

Q75

NG

547.3000

487.9000

606.7000

10

83.0355

407.0000

681.0000

483.0000[552.0000[574.0000

DR

268.6667

254.6082

282.7251

9

18.2893

245.0000

303.0000

263.0000]263.0000[273.0000

INS

453.4450

394.4791

512.4109

8

70.5316

315.0000

513.5600

407.0000488.5000[504.0000

INS10

450.4567

409.7079

491.2054

9

53.0121

390.0000

536.0000

406.0000464.0000486.0000

INS30

564.1244

536.7405

591.5084

9

35.6251

510.0000

616.0000

539.0000]568.0000(592.5600

A10

305.2000

251.0689

359.3311

10

75.6700

180.0000

407.0000

248.0000|311.0000]358.0000

A30

225.6000

193.1106

258.0894

10

45.4171

179.0000

315.0000

186.0000/208.5000j249.0000
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[lAll Grps[399.3506| 364.6287 | 434.0725 |65[140.1276[179.0000/681.0000[263.0000/406.0000/513.5600)|

Unequal N HSD; Variable: NG (AMS.sta) Marked differences are significant at p <,05000
{1 2} 3) 4) {5} 6} )

G1 M=547,30 | M=268,67 | M=453,45 | M=450,46 | M=564,12 | M=305,20 | M=225,60
NG {1} 0.000134 | 0.036281 | 0.015929 | 0.996484 | 0.000134 | 0.000134
DR {2} | 0.000134 0.000134 | 0.000134 | 0.000134 | 0.843516 | 0.715627
INS {3} | 0.036281 | 0.000134 1.000000 | 0.007225 | 0.000235 | 0.000134

INS10 {4}| 0.015929 | 0.000134 | 1.000000 0.002603 | 0.000176 | 0.000134

INS30 {5}| 0.996484 | 0.000134 | 0.007225 | 0.002603 0.000134 | 0.000134
A10 {6} | 0.000134 | 0.843516 | 0.000235 | 0.000176 | 0.000134 0.055427
A30{7} | 0.000134 | 0.715627 | 0.000134 | 0.000134 | 0.000134 | 0.055427

Categ. Box & Whisker Plot: NG
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ESTATISTICA DESCRITIVA DOS GRUPOS PARA 1,5-ANIDROGLUCITOL
Breakdown Table of Descriptive Statistics (15AG.sta) Smallest N for any variable: 65
G1 NG |Confidence|Confidence[NG| NG NG NG NG NG NG

Means | -95,000% | +95,000% | N |Std.Dev. |Minimum|Maximum| Q25 Median Q75
NG [19.88889( 14.70103 | 25.07675 | 9 |6.74916 [11.70000|30.30000{14.40000{18.00000(25.60000
DR [10.96667| 8.64852 | 13.28481 | 9 [3.01579|7.30000 |15.60000|7.90000 |10.90000|13.20000
INS [10.57800| 8.49573 | 12.66027 |10(2.91081 |5.10000 |14.40000|8.70000 (10.84000|12.10000

INS10 [9.55778 | 7.33866 | 11.77689 | 9 |2.88696 |5.10000 |13.80000(7.70000 | 9.00000 |10.92000

INS30 [8.71333| 7.32947 | 10.09719 | 9 |1.80033|5.90000 |11.20000( 7.80000 | 9.36000 | 9.90000
A10 |20.84000| 13.41672 | 28.26328 [10|10.37703|9.10000 {36.10000/13.20000(16.35000(32.90000
A30 [12.34111| 8.57586 | 16.10637 | 9 |4.89841 |6.60000 (22.00000| 8.20000 [11.77000(14.50000

All Grps|13.34446| 11.59975 | 15.08917 |65|7.04115|5.10000 |36.10000| 8.70000 (11.20000|14.40000
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Unequal N HSD; Variable: NG (15AG.sta) Marked differences are significant at p <,05000
{1) 2) 3) ) 5) {6} )
G1 M=19,889 | M=10,967 | M=10,578 | M=9,5578 | M=8,7133 | M=20,840 | M=12,341
NG {1} 0.018326 | 0.011945 | 0.003688 | 0.001365 | 0.999811 | 0.073278
DR {2} | 0.018326 0.999999 | 0.998124 | 0.976215 | 0.006291 | 0.998376
INS {3} | 0.011945 | 0.999999 0.999716 | 0.991086 | 0.002073 | 0.993411
INS10 {4}| 0.003688 | 0.998124 | 0.999716 0.999906 | 0.001208 | 0.934465
INS30 {5}| 0.001365 | 0.976215 | 0.991086 | 0.999906 0.000483 | 0.802697
A10 {6} | 0.999811 | 0.006291 | 0.002073 | 0.001208 | 0.000483 0.028703
A30 {7} | 0.073278 | 0.998376 | 0.993411 | 0.934465 | 0.802697 | 0.028703
Categ. Box & Whisker Plot: NG
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ESTATISTICA DESCRITIVA DOS GRUPOS PARA ACIDO URICO
Breakdown Table of Descriptive Statistics (URIC.sta) Smallest N for any variable: 65
G1 NG |Confidence|ConfidenceNG| NG NG NG NG NG NG
Means | -95,000% | +95,000% | N [Std.Dev. [Minimum|Maximum| Q25 | Median | Q75
NG [1.207778| 1.077683 | 1.337872 | 9 [0.169247(0.970000|1.430000{1.080000{1.200000|1.320000
DR [0.710000| 0.588281 | 0.831719 | 9 |0.158351|0.460000|0.930000 [0.590000(0.670000|0.850000
INS [|1.181250| 1.063151 | 1.299349 | 8 (0.141263|1.050000|1.490000 {1.080000|1.155000|1.220000
INS10 |1.221000( 1.007124 | 1.434876 |10]0.298978|0.860000(1.6600000.920000|1.230000}1.420000
INS30 |1.153000| 0.924333 | 1.381667 | 10|0.319654(0.740000(1.660000 |0.980000|1.095000|1.420000
A10 [0.806667| 0.724057 | 0.889276 | 9 [0.107471(0.660000|1.010000{0.740000|0.780000(0.850000!
A30 [0.815000| 0.661712 | 0.968288 |10 [0.214282(0.560000|1.280000 O.64000O|O.7750000.960000
All Grps|1.013231| 0.939952 | 1.086509 |65 [0.295731(0.460000|1.660000 O.780000|O.9800001.200000




194

Unequal N HSD; Variable: NG (URIC.sta) Marked differences are significant at p <,05000

{1} {2} {3} {4} {5} {6} {7}
G1 M=1,2078 | M=,71000 | M=1,1812 | M=1,2210 | M=1,1530 | M=,80667 | M=,81500
NG {1} 0.000344 | 0.999983 | 1.000000 | 0.998363 | 0.004956 | 0.006324
DR {2} | 0.000344 0.001385 | 0.000269 | 0.001438 | 0.965534 | 0.948817
INS {3} | 0.999983 | 0.001385 0.999822 | 0.999976 | 0.019315 | 0.023836
INS10 {4}| 1.000000 | 0.000269 | 0.999822 0.992609 | 0.003360 | 0.002236
INS30 {5}| 0.998363 | 0.001438 | 0.999976 | 0.992609 0.023193 | 0.017748
A10 {6} | 0.004956 | 0.965534 | 0.019315 | 0.003360 | 0.023193 1.000000
A30 {7} | 0.006324 | 0.948817 | 0.023836 | 0.002236 | 0.017748 | 1.000000
Categ. Box & Whisker Plot: NG
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APENDICE B. QUESTIONARIO UTILIZADO PARA OBTENGAO DOS DADOS NA
ENTREVISTA

COLETA DE DADOS
Paciente n* Registro HG: __

Momo:

e

Dala de nascimanio;
Paclente { ) Parente( ) Parentesco:

Sexe Masaulina () Faminino { }
Pibere( ) PréPdbere( ) Tannor
CAD no dlagnéstico Sim ( ) NSa( )
CAD no Oltimo ana Sim { ) Nsa ( )
Consanguinidade Sim { ) Ndo { )

Idade de diagndstico (mesas ou anos)

B m N @ @ A e

Y
=]

. Tempa de diabetes (moses)
. Peso (kg)
. Peso (DP)

Y
—

—
P

-
o

. Estalura {cm)

—u
o

. Estalura (DP)
15. IMG (kgim2)

16. IMC (DP)

17. Tipo de insulina: Andlogo Sim ( JNao( )
18, Necessidade de insulina (Uikg/dia)

19. Tempo de tratamento com insuling:
{ JMN&o lratade com insulina, { ) tratado com alé B meses depois dipgndslico, () tratado mais de &
meses depols do diagndstico

20, Comorbidades : ( ) Doenga tireoldeana, ( ) Doenca coliaca, Outros { ) Qual

21. Histéria familiar de Diabetes Sim | ), {...)pais ou( )avis Nio( )

22. Histéria familiar de doenga cardiovascular Sim { ) Ndo( )

23, Tipo de Pele Fitzpatrick 181 ( ) H&HI( } IV&V( )

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

25. Média indice UV nos Gltimos 35 dias

26. Uso de foloproteqso

27. Uso de suplementa vitaminico Sim { JMEo( )CQualy




