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RESUMO

Diabetes mellitus tipo 1 (DM1) € uma patologia caracterizada pela deficiéncia
absoluta da insulina devido a destruicdo autoimune das células beta pancreaticas,
tendo como consequéncia a hiperglicemia cronica. Além da resposta imunolégica, os
fatores genéticos e ambientais também estdo envolvidos na fisiopatologia e
complicagbes do DM1. Na presente pesquisa, o fator genético foi abordado através
da andlise de polimorfismos de unico nucleotideo (SNP) associados ao gene da
frutosamina-3-quinase (FN3K) e da hexoquinase-1 (HK7) em um estudo caso-
controle com pacientes DM1. A enzima frutosamina-3-quinase participa da reacao
de deglicacao de frutosaminas e o polimorfismo rs1056534 (G>C), cujo alelo raro ou
de menor frequéncia é o “C”, estd associado com concentracbes diminuidas de
hemoglobina glicada (HbA1c). Ja a enzima hexoquinase-1 catalisa a reagcdo de
fosforilagdo da glicose intracelular e o polimorfismo rs7072268 (C>T) possui o
nucleotideo “T” como alelo de menor frequéncia, o qual esta associado com valores
aumentados de HbA1c. O projeto teve a aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa
da UFPR (CAAE: 24676613.6.0000.0102). Do total de 317 criancas e adolescentes
com idade inferior a 14 anos, predominantemente euro-brasileiras, 149 eram
portadores de DM1, enquanto 168 nao tinham a patologia (grupo controle). As
genotipagens dos polimorfismos nos genes FN3K (rs1056534) e HK1(rs7072268)
foram realizadas com metodologia de sondas fluorescentes (Tagman®). Os
polimorfismos encontraram-se no equilibrio de Hardy-Weinberg. As frequéncias
genotipicas e alélicas de ambos os polimorfismos ndo apresentaram associagao
estatisticamente significativa com o DM1 e as frequéncias para os alelos raros dos
polimorfismos em estudo foram, em geral, similares aos descritos para populagdes
europeias e caucasoides. Os valores de glicemia em jejum, HbA1c, 1,5-AG, ureia e
creatinina foram significativamente maiores no grupo DM1 em relagdo ao controle.
Na analise de associagao desses parametros bioquimicos com os genotipos de
ambos os grupos, somente os portadores do gendtipo CC (menos frequente) do
FN3K comparados aquele com gendtipos GC, apresentaram uma redugao
estatistica significativa na glicemia em cerca de 7% (86,7 mg/dL vs 93,3 mg/dL).

Palavras chave: Diabetes mellitus tipo 1; FN3K; HK1; Polimorfismo.



ABSTRACT

Type 1 Diabetes mellitus (T1DM) is a pathology characterized by absolute insulin
deficiency due to autoimmune destruction of pancreatic beta cells, resulting in
chronic hyperglycemia. In addition to the immune response, genetic and
environmental factors are also involved in the pathophysiology and complications of
DM1. In the present study, the genetic factor was approached through the analysis of
single nucleotide polymorphisms (SNP) associated with fructosamine-3-kinase
(FN3K) and hexokinase-1 (HK1) genes in a case control study with T1DM patients.
The fructosamine-3-kinase enzyme participates in the fructosamine deglycation
reaction and the rs1056534 (G>C) polymorphism, whose rare or minor frequency
allele is the "C", is associated with decreased levels of glycated hemoglobin (HbA1c).
The enzyme hexokinase-1 catalyzes the phosphorylation reaction of intracellular
glucose and the polymorphism rs7072268 (C> T) has the nucleotide "T" as a minor
frequency allele, which is associated with increased HbA1c values. The project was
approved by the Research Ethics Committee of UFPR (CAAE:
24676613.6.0000.0102). Of the 317 children and adolescents less than 14 years of
age, predominantly Euro-Brazilian, 149 had DM1, while 168 did not have the disease
(control group). Genotyping of rs1056534 polymorphisms associated with the FN3K
gene and rs7072268 associated with the HK7 gene were performed using
fluorescence probe methodology (Tagman®). Polymorphisms were found on the
Hardy-Weinberg equilibrium. The genotypic and allelic frequencies of both
polymorphisms did not present a statistically significant association with DM1 and the
frequencies for the rare alleles of the polymorphisms under study were generally
similar to those described for European and Caucasoid populations. The values of
fasting glycemia, HbA1c, 1.5AG, urea and creatinine were significantly higher in the
DM1 group than in the control group. In the analysis of the association of these
biochemical parameters with the genotypes of both groups, only those with the CC
(less frequent) genotype of FN3K compared to that with GC genotypes presented a
statistically significant reduction in glycemia in about 7% (86.7 mg/dL vs. 93.3 mg/dL.
The frequencies for the rare alleles of the polymorphisms under study were generally
like those described for European and Caucasoid populations.

Key-words: Type 1 Diabetes; FN3K; HK7; Polymorphisms.
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1 INTRODUGAO

O Diabetes mellitus tipo 1 (DM1) € uma doencga cronica autoimune, complexa
e caracterizada pela deficiéncia absoluta de insulina apds a destruicao autoimune de
células beta das ilhotas pancreaticas de Langerhans, tendo como consequéncia a
hiperglicemia crénica (ADA, 2017; CRAIG, HATTERSELEY e DONAGHUE, 2009).
Portanto, o paciente com DM1 requer terapia com insulina aliada ao controle e
equilibrio dietético ao longo de sua vida (ADA, 2017).

Apesar de ser frequentemente identificada na infancia, com maior incidéncia
entre o nascimento e o inicio da puberdade, cerca de um quarto dos casos de DM1
sdo diagnosticados na idade adulta (MAAHS et al., 2010). Além disso, a incidéncia
do DM1 é estimada em torno 5 a 10% em relagdo a todos os casos de Diabetes
mellitus (DM), mas cabe ressaltar que muitos diagndsticos sédo subnotificados,
fragilizando os dados reais da populacdo atingida (CRAIG, HATTERSLEY e
DONAGHUE, 2009).

Frequentemente, a incidéncia do DM1 se associa com idade, género, historico
familiar, etnia, distribuicdo geografica, obesidade e mudancas sazonais
(MOLTCHANOVA et al., 2009; ATKINSON, 2014). Evidéncias confirmam que
individuos com predisposicdo genética podem desencadear a autoimunidade sob
influéncia de fatores ambientais e fisioldgicos, tais como, exposigcdo a quimicos,
deficiéncia de vitamina D, modificagdo da microbiota intestinal, aumento da idade
maternal, entre outros (ILONEN et al., 2009; ROSE et al., 2013; GULDEN, WONG e
WEN, 2015).

Neste sentido, marcadores moleculares do tipo “Single Nucleotide
Polymorphism” (SNP) representam uma importante ferramenta prospectiva para o
diagnéstico de doencgas geneticamente complexas, como o DM. Seu estudo
identifica alteragcdes basicas e frequentes nas bases nitrogenadas da sequéncia do
DNA do genoma humano e podem ser variaveis em determinadas populag¢des
(TAILON-MILLER, PIERNOT e KWOK, 1999).

Fatores como predisposicéo e variagdes genéticas podem contribuir para que
se acelere o processo autoimune, caracteristico desta patologia. Contudo,
atualmente, muitos mecanismos e alteracbes metabdlicas ndao estdao totalmente

esclarecidos. Diante disto, estudar os genes e as variabilidades genéticas nos
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mesmos (polimorfismos) tem permitido encontrar associagdes significativas entre os
polimorfismos e o DM (MOSCA et al., 2011).

No presente trabalho, as frequéncias dos polimorfismos de uUnico nucleotideo
nos genes frutosamina-3-quinase (FN3K) e hexoquinase-1 (HK17) foram
determinadas em um estudo tipo caso-controle. A frutosamina-3-quinase (FN3K)
catalisa a reagao de fosforilagdo de frutosaminas promovendo a deglicacédo de
proteinas, ou seja, essa enzima reverte o processo que leva a formagao de produtos
de glicacdo avancgada, conhecidos como AGES, os quais participam na patogénese
das complicagbes diabéticas de longo prazo (SZWERGOLD, HOWELL e
BEISSWENGER, 2001).

Ja o gene HK1 codifica a enzima hexoquinase-1, a qual é responsavel pelo
primeiro passo na utilizagcdo da glicose na via glicolitica. Estudos de variagbes
genéticas do gene da hexoquinase-1 (HK1) demonstraram associagdo do
polimorfismo com maiores concentracdées de HbA1c em paciente nao diabéticos e,
consequentemente, aumento no risco de desenvolver DM (PARE et al.,, 2008;
BONNEFOND et al., 2009). Diante disto, o presente trabalho buscou avaliar a
variabilidade dos genes HK71 e FN3K, bem como sua relagdo com outros
biomarcadores, com intuito de ampliar a compreensdo dos processos

fisiopatolégicos associados ao DM1.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar variacbes genéticas nos genes da frutosamina-3-quinase (FN3K) e

hexoquinase-1 (HK1) em pacientes portadores do Diabetes mellitus tipo 1.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar a triagem de individuos com DM1 e saudaveis (grupo controle);

e Determinar as frequéncias genotipicas e alélicas de polimorfismos nos
genes FN3K (rs1056534) e HK1 (rs7072268) na busca de associagdo com
o DM1;

e |dentificar as frequéncias genotipicas e alélicas das variagdes genéticas
associadas ao DM1 em uma amostra da populagao brasileira e comparar
com outras populagdes;

e Correlacionar as variagoes genéticas identificadas nos grupos estudados

com biomarcadores séricos de controle glicémico e fungéo renal.



16

3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 DIABETES MELLITUS: ASPECTOS GERAIS, DIAGNOSTICO E SINTOMAS

O DM tem sido descrito como uma patologia de carater metabdlico crénico,
complexa e progressiva, resultante da ineficiéncia na agdo e da secrecdo de
insulina, ou ambas (ADA, 2017). O termo DM compreende um grupo heterogéneo de
disturbios, que apresentam como caracteristica principal a hiperglicemia, que
determina o aumento do risco de lesbes irreversiveis, principalmente nos rins,
coracao, olhos, vasos sanguineos e nervos (SBD, 2016).

Em funcao do seu efeito pronunciado sobre a acéo e/ou secrecao de insulina,
a Associacao Americana de Diabetes (2017) classifica o DM em quatro grandes
categorias, de acordo com a etiologia:

e Diabetes mellitus tipo 1 (DM1): geralmente caracterizada pela deficiéncia
completa de insulina que decorre da destruicdo das células beta pancreaticas.
A destruicado dessas células pode ocorrer sob duas formas, 1A e 1B. A
principal forma, tipo 1A, resulta de um processo autoimune, enquanto o tipo 1B
€ conhecida como idiopatico, pois a causa da destruicdo das células beta é
desconhecida (SBD, 2016). Porém, mesmo sem causa determinada e com um
menor numero de casos, sabe-se que o tipo DM1B é prevalente em individuos
com descendéncia africana e asiatica e é identificado através de insulinopenia
permanente associada a cetoacidose episodica (ADA, 2017);

e Diabetes mellitus tipo 2 (DM2): é a forma mais comum da doenca, resultante
da perda progressiva da secregdo de insulina e, invariavelmente esta
associada a resisténcia periférica a este hormdnio;

e Diabetes mellitus gestacional (DMG): diagnosticado entre o segundo ou
terceiro trimestre de gestacdo e caracterizada como Diabetes nao evidente
antes do periodo gestacional,

e Outros tipos especificos de Diabetes mellitus devido a outras causas, as quais
envolvem a sindrome do Diabetes monogénico (Diabetes neonatal e o
Diabetes da maturidade com inicio precoce — MODY - Maturity-onset

Diabetes of the Young), doengas do pancreas exocrino (como a fibrose
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cistica) e aquelas que sao induzidas por substancias quimicas ou drogas
(WHO, 2016).

Apesar da vasta investigagdo dos mecanismos envolvidos nesta patologia, a
condicao subclinica caracterizada pela progresséo lenta do DM ainda € um desafio
para o diagnostico precoce da doenga. Atualmente, o diagnostico € baseado na

concentracéo plasmatica de glicose e de HbA1c (QUADRO 1).

QUADRO 1 - CRITERIOS PARA DIAGNOSTICO DO DIABETES MELLITUS

Glicemia ao acaso 2200 mg/dL (11,1 mmol/L). Em pacientes com sintomas classicos de
hperglicemia ou crise hiperglicémica;

Ou

Glicemia em jejum 2126 mg/dL (7,0 mmol/L). O jejum é definido como a nao ingesta
caldrica por pelo menos 8 horas;*

Ou

Glicemia 2h apds 75 g de glicose oral = 200 mg/dL (11,1 mmol/L). O exame deve ser
realizado como descrito pela OMS utilizando dose oral de glicose contendo o equivalente
a 75 g de glicose dissolvida em agua;*

Ou

HbA1c 26,5% (48 mmol/mol). O teste deve ser realizado usando o método certificado pelo
National Glycohemoglobin Standardization Program (NGSP) e nos padrdes da Diabetes
Control and Complications Trial (DCCT).*

* Na auséncia de glicemia inequivoca, os resultados devem ser confirmados com a repetigao dos

testes.
FONTE: ADA, 2017.

Para diagnosticar o inicio agudo do DM1, recomenda-se a analiasar a
concentracédo glicémica ao invés da HbA1c em individuos com os sintomas da
hiperglicemia (polidpsia, xerostomia, poliuria, polifagia, perda abruta do peso e visao
turva). Em criancas e adolescentes, a primeira manifestacdo do DM1 é a
cetoacidose diabética (CAD), a qual é decorrente da rapida perda de células beta
funcionais e, consequentemente, colabora diretamente para a expressiva taxa de
morbimortalidade (WEINSTOCK et al., 2013; KLAFKE et al., 2014; NYENW e
KITABCHI, 2016). Por outro lado, individuos adultos podem reter células beta
funcionais, evitando a manifestacdo da CAD por anos. No entanto, quando esses
individuos se tornam dependentes de insulina, também agregam ao grupo de risco
para CAD (ADA, 2017).

Os sinais da CAD coexistem com alteragdes metabdlicas provocadas pela
hiperglicemia devido a falta de insulina circulante. Em pacientes diabéticos n&o

tratados, a hiperglicemia promove a superproducdo de corpos cetdnicos
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(acetoacetato e beta-hidroxibutirato), que devido as suas propriedades acidas,
reduzem o pH sanguineo, acarretando a CAD (NELSON e COX, 2014). Os corpos
cetdbnicos sdo formados a partir da conversdao de Acetil-CoA, derivada da
degradacdo de acidos graxos no figado, e sdo especialmente criticos para o
cérebro, pois estes compostos ndo sdo capazes de atravessar a barreira
hematoencefalica e, assim, ndo podem ser utilizados como combustivel para os
neurénios do cérebro.

A administracado de insulina em pacientes com CAD permite a diminuigdo da
concentragédo dos corpos ceténicos. A insulina interage com seu respectivo receptor
presente na superficie de hepatdcitos e adipécitos e sinaliza o deslocamento dos
transportadores GLUT4 do espaco intracelular para a superficie da membrana
plasmatica dessas células. Os transportadores GLUT4 transportam a glicose para o
espaco intracelular onde a molécula sera fosforilada e, consequentemente, a
concentracédo plasmatica de glicose sanguinea diminui, impactando na reducéo de
produgao dos corpos cetdnicos (NELSON e COX, 2014).

Clinicamente, quadros de CAD representam uma das principais complicagdes
agudas nos pacientes portadores de DM1 e tem sido associados com a presenga de
infecgdo e estresse (WEINSTOCK et al., 2013; NYENW e KITABCHI, 2016; ADA,
2017). Recentemente foi demostrado que a correlagao estreitamente direta entre a
CAD e o mau controle glicémico aumentam o risco para o desenvolvimento de
sintomas classicos do DM1, que evoluem para quadros mais severos, tais como,
alteracbes neuroldgicas irreversiveis, perda de consciéncia (coma) e choque
(NYENW e KITABCHI, 2016).

Infelizmente, episddios recorrentes de CAD podem levar a disfuncao e até a
faléncia de varios 6rgaos e, apenas poucas agdes, porém importantes, devem ser
realizadas para reduzir as morbidades associadas, como, o0 monitoramento
frequente do estado hemodinamico do individuo, controle da terapia insulinica e
controle dietético (KITABCHI et al., 2004; SBD, 2016). A CAD & um desafio para o
servico de atendimento de emergéncia de hospitais em todo o mundo,
principalmente naqueles locais onde a ocorréncia € menos frequente, fazendo-se
necessario a dosagem de glicose quando presente um ou mais sintomas para
excluir outras doengas (ADA, 2017). Os parametros determinados para a o
diagnostico de CAD (QUADRO 2) sado a hiperglicemia (>250 mg/dL), acidose
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(bicarbonato sérico <18 mmol/L e/ou pH <7,30) e, aumento na concentracdo de

corpos cetdnicos na urina ou no sangue.

QUADRO 2 - CLASSIFICAGCAO DA CETOACIDOSE DIABETICA.

Componentes Leve Moderado Severo
Bicarbonato sérico
15-18 10-15 <15
(mEg/L)
pH arterial 7,25-7,30 7,0-7,24 <7,0
Anion gap* >10 >12 >12
Estado mental Alerta Alerta/sonolento Estupor/coma

*Anion gap, calculado como [sédio — (cloreto — bicarbonato)]
FONTE: Adaptado de ELEDRISI et al., 2006.

Outro parametro que pode confirmar o diagnéstico para DM1, bem como,
servir de marcador de risco para o DM1A, é a detecgdo de autoanticorpos
associados a destruicdo das células beta pancreaticas. Dentre esses autos
anticorpos detectaveis, destacam-se os autoanticorpos citoplasmaticos anti-ilhotas
(islet cell autoantibodies — ICA), autoanticorpo antidescarboxilase do acido glutamico
(glutamic acid decarboxylase autoantibodies - GADA), autoanticorpos antiproteina
de membrana com homologia as tirosinofosfatases ou anti-antigeno 2 do insulinoma
(insulinoma associated 2 autoantibodies - |IA-2A), autoanticorpos anti-insulina (insulin
autoantibodies - IAA), e autoanticorpos antitransportador de zinco 8 (zinc transporter
autoantibodies - ZnT8). Aproximadamente 90% dos pacientes DM1 apresentam um
ou mais destes anticorpos (ATKINSON, EISENBARTH e MICHELS, 2014). Ja, em
criangas que apresentam risco para DM1, a detecgao de dois anticorpos aumenta
em 70% o risco de desenvolver a doenca até os 10 anos e, 84%, dentro de 15 anos
(ZIEGLER et al., 2013).

Diretrizes internacionais recomendam que a pesquisa de anticorpos seja
indicada nos casos de estudos em pacientes e/ou em familiares com parentesco de
primeiro grau (ADA, 2017). Estudos mostram uma forte predilecdo genética, de tal
maneira que se um parente de primeiro grau for portador do DM1, o individuo possui
um risco de 5% em desenvolver a doenga ou 15 vezes mais chance em relagao aos
demais membros da familia (BONIFACIO e ZIEGLER, 2010; TUOMILEHTO, 2013).
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3.2 EPIDEMIOLOGIA DO DIABETES MELLITUS

A prevaléncia de casos de DM1 e DM2 na populacdo mundial é
extremamente significativa. O DM1 representa 5 a 10% dos casos, tendo atingido
até no ano de 2015, mais de meio milhdo de criangas com até 14 anos (IDF, 2015).
Ja as taxas de prevaléncia e incidéncia para os casos de DM2 sao estimadas em
90-95% (IDF, 2015; ADA, 2017). O numero de casos de DM esta proporcionalmente
relacionado ao aumento de hospitalizagcbes devido as complicagdes
cardiovasculares e renais e risco de infec¢des com mortalidade significativamente
alta (ADAIR e RAO, 2010; KLAFKE et al., 2014).

Atualmente, aproximadamente 382 milhdes de adultos sdo portadores de DM
e, 0 numero de novos casos € crescente em todo mundo, configurando um
panorama de epidemia do século (KHAROUBI e DARWISH, 2015; SBD, 2016). A
Federacao Internacional de Diabetes publicou um progndstico alarmante para 2040,
cuja projecao ultrapassa 600 milhdes de casos (IDF, 2015).

A prevaléncia da doenga atinge todos os continentes do globo, alcangando as
seguintes proporgdes: 162 milhdes no Pacifico Ocidental; 80 milhdes no Sudeste
Asiatico; 66 milhdes na Europa; 49 milhdes na América do Norte e Caribe; 36
milhdes no Oriente Médio e Norte da Africa; 32 milhdes na América do Sul e Central;
e 16 milhdes em Africa (FIGURA 1). O nimero de pessoas que vivem com Diabetes
foi 11% maior quando a faixa etaria foi ampliada de 20 a 79 para 18 a 99 anos. Na
Europa, houve o maior aumento percentual, de acordo com a IDF (2017). O Sudeste

Asiatico teve o menor percentual de aumento (3%).
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FIGURA 1 — DISTRIBUICAO MUNDIAL DE ACORDO COM A FAIXA ETARIA E PROJECAO DA
EXPANSAO DO DIABETES MELLITUS NO ANO DE 2017.
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AFR: Africa; EUR: Europa; MENA: Africa do Leste e Norte; NAC: América do Norte e Caribe; SACA:
América do Sul e Central; SEA: Sudeste Asiatico; WP: Pacifico ocidental. Estimativa do nimero de
pessoas afetadas pelo Diabetes em todo o mundo, subdividido por regiao e faixa etaria entre 20-79 e
18-99 anos.

FONTE: Adaptado de HUANG et al, 2017.

Uma analise publicada pela Federagao Internacional de Diabetes revelou que
8,51% da populagdo do mundo com idade entre 20 a 79 anos é diabética (IDF,
2015). No Brasil, esta média esta préxima da média mundial, com prevaléncia de
8,1% (HUANG et al., 2017). Através de estudos multicéntricos, confirma-se que a
prevaléncia do DM na populagao brasileira apresenta correlagdo proporcional entre
a maior sobrevida dos pacientes e a presencga de obesidade (FERREIRA e PITITTO,
2016).

Embora o DM n&o apresente correlagdo com o género do individuo, no Brasil,
de acordo com o relatério da Organizacdo Mundial da Saude (2016), ha maior
incidéncia entre mulheres (8,8%) comparada aos homens (7,4%) e a justificativa é
devido a maior busca por cuidados médicos e, consequentemente, o diagndstico
mais precoce da doenga na populagao feminina.

Em relagdo ao numero de casos de DM1, o Brasil se mantém entre os
primeiros no ranking dos paises com maior numero de novos casos de DM1 entre
criangas e adolescentes. Em 2017, a IDF apontou o Brasil como sendo o terceiro
colocado entre os 10 paises com maior numero de criangas e adolescentes com

menos de 20 anos com DM1 (88.300 casos), atras dos Estados Unidos e india, com
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169.900 e 128.500 casos, respectivamente (FIGURA 2). Além disso, a cada ano,
7.600 criancas e adolescentes abaixo de 15 anos e 9.600 adolescentes abaixo de 20

anos sao diagnosticados com DM1 no Brasil (IDF, 2017).

FIGURA 2 — CLASSIFJCACAO DOS DEZ PAISES COM MAIOR NUMERO DE CRIANGAS E
ADOLESCENTES ATE 20 ANOS COM DM1.
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A faixa etaria dos participantes da pesquisa foi inferior a 20 anos de idade.
FONTE: Adaptado de IDF, 2017.

Uma pesquisa, realizada por meio de estudos multicéntricos no Brasil, revelou
que aproximadamente metade dos individuos diagnosticados desconhece sua
condicdo de saude (FERREIRA E PITITTO, 2016). No final da década de 80, a
prevaléncia de DM na populacao de 9 capitais brasileiras, com faixa etaria entre 30 e

69 anos, foi em torno de 7,6%. Quase 15 anos depois da realizacdo do Censo
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Nacional de Diabetes de 1988, um estudo realizado na regido de Ribeirdo Preto,
mostrou que a prevaléncia, para a mesma faixa etaria, praticamente duplicou
(12,1%) (TORQUATO, et al., 2003).

Os estudos de levantamento da incidéncia de casos de DM1 sdo um desafio
antigo. Sabe-se que a ocorréncia do DM1A é mais frequente entre o nascimento até
os 14 anos de idade e é considerada a segunda doenga crénica mais prevalente
nesta populacdo, depois da asma (SPERLING, 1997; RENNERT e FRANCIS, 1999;
FOROUHI e WAREHAM, 2014).

A incidéncia e as taxas de prevaléncia de DM1 em jovens parecem aumentar
lentamente na maioria dos paises do mundo, sendo os aumentos mais acentuados
nos paises com crescimento econdmico rapido. No entanto, grande parte dos dados
para paises de baixa e média renda estdo ausentes, incompletos, ou ndo sao
representativos. S&o necessarios dados epidemiolégicos mais padronizados para
permitir um planejamento de saude direcionado para esses pacientes diabéticos
(PATTERSON et al., 2014).

Em 2015, estimou-se gastos entre US$ 673 a US$1.197 bilhdes no
tratamento de pacientes com DM, sendo que na grande maioria dos paises, 5 a 20%
dos recursos financeiros foram destinados ao tratamento (IDF, 2015). A falta de
conhecimento dos impactos reais das complicagdes crénicas do DM e a ma
aceitacao do paciente em relagcdo a doenca, suas complicacdes e tratamento,
impacta negativamente nos gastos publicos. Por isso, projegdes do DM sdo muito
importantes para o planejamento de recursos destinados ao setor de saude.
Certamente, o DM de maneira geral € um problema global causando morbidade e
mortalidade, reduzindo a expectativa de vida em até 13 anos e aumento significativo
dos gastos publicos (MAAHS et al., 2010; LIVINGSTONE et al., 2015).
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3.3 DIABETES MELLITUS TIPO 1 IMUNOMEDIADO (DM1A)

O DM1A, até pouco tempo denominado Diabetes-insulino-dependente ou
Diabetes juvenil, € uma patologia multifatorial caracterizada pela destruicéo
autoimune parcial ou total das células beta presentes das ilhotas de Langerhans,
cujas manifestagcbes cursam com a deficiéncia de insulina e consequente
hiperglicemia sintomatica (SBD, 2016).

Alguns estudos buscaram elucidar a origem da desregulacdo imunoldgica
habitualmente vista no DM1A, permanecendo em grande parte sem uma adequada
explicagcdo. Entretanto, mostraram que outras doengas de origem autoimune cursam
com o DM1A, incluindo hipertireoidismo e hipotireoidismo, insuficiéncia adrenal
primaria, gastrite autoimune, doencas intestinais, doenga celiaca, doencgas de pele,
entre outras (TRIOLO et al., 2011; HUGHES et al., 2016).

A fisiopatologia do DM1A esta invariavelmente associada aos fatores
ambientais (idade, género, historico familiar, etnia, distribuicdo geografica,
obesidade, mudangas sazonais, entre outros), e a predisposicdo genética
(MOLTCHANOVA et al.,, 2009; ATKINSON, 2014). Quando em conjunto, estes
fatores ativam as células do sistema imune através de um complexo mecanismo,
iniciando a destruicdo das células beta pancreaticas, responsaveis pela producio de
insulina. Uma das hipoteses principais para o desencadeamento deste processo € a
resposta inflamatéria mediada por células T (CD4* e CD8*) (DEVENDRA, LIU e
EISENBARTH, 2004). O primeiro evento autoimune do DM1 é a apresentagao do
autoantigeno, expresso nas células beta, através dos macréfagos e/ou células
dendriticas para a célula T CD4* (FERNANDES et al., 2005) (FIGURA 3).

A destruicdo das células beta pancreaticas pode ser identificada em analises
histopatolégicas do péancreas, onde € detectada a infiltragdo nas ilhotas de
Langherans, especificamente nas células beta, por linfécitos T, células B,
macroéfagos e células dendriticas, configurando um processo inflamatorio conhecido
por insulite (KAPUSTIN, 2008; THROWER e BINGLEY, 2014).

O infiltrado linfomonuclear secreta citocinas pré-inflamatorias, dentre as quais,
interleucina-163 (IL-1R), interferon gama (IFN-y) e o fator de necrose tumoral-a (TNF-
a) (FERNANDES et al., 2005; STANKOV, BENC e DRASKOVIC, 2013). Essas

citocinas pré-inflamatérias promovem a destruicdo das células beta por apoptose ou
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necrose com consequente diminui¢ao na sintese e secregao de insulina (STANKOV,
BENC e DRASKOVIC, 2013) (FIGURA 3).

Neste processo autoimune, entre os processos, estda a apresentacdo do
autoantigeno, expressos nas células beta, através dos macréfagos e/ou células
dendriticas para a célula T CD4*. As células T CD4 ativadas (CD4*) ativam o linfocito
T CD8, responsavel por reconhecer o autoantigeno, ligado a molécula HLA classe |
(antigeno leucocitario humano) que por citdlise mediada pela liberagao de perforina
e granzima, induz o reconhecimento e a destruicdo das células beta pancreaticas.
As células T CD4* também desempenham papel auxiliar na ativacdo de células B,
produtoras de autoanticorpos (ZHOU e TEDDER, 1995; FERNANDES et al., 2005)
(FIGURA 3).

Os autoanticorpos, quando detectados, permitem que o atendimento clinico e
0 manejo destes pacientes sejam realizados adequadamente. Além disso, fornecem
informagbes sobre a patogénese desta doenga complexa (TRIOLO et al., 2011).
Estes marcadores estao presentes em 85 a 90% dos casos, quando a hiperglicemia
é confirmada (CRAIG, HATTERSLEY e DONAGHUE, 2009).

O processo autoimune sinérgico, envolvendo os linfécitos, leva a
hiperglicemia crénica devido a incapacidade do pancreas, especificamente das
células beta, em produzir quantidade suficiente de insulina para que a glicose possa
ser captada e fosforilada pela hexoquinase (ZHOU e TEDDER, 1995; FERNANDES
et al., 2005; STANKOV, BENC e DRASKOVIC, 2013; NELSON e COX, 2014).
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Esta figura representa a massa ou fungéo da célula beta (linha laranja), bem como as diferentes fases
imunolégicas (colunas) que ocorrem nos locais anatdmicos relevantes (abas numéricas a direita).
Uma vez que a linha laranja da funcdo das células beta cai na zona vermelha, o individuo é
clinicamente diagnosticado com DM1. Uma série complicada de eventos precede esse momento e
permanece em grande parte despercebida. Inicialmente, a susceptibilidade genética (A1) e um gatilho
ambiental (B1) estabelecem a predisposicao de um individuo para desenvolver Diabetes através de
dois eventos: ativacédo do interferon alfa (IFN-a) pelas células pancreaticas (B3) e posteriormente do
Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) classe | (C3). Esse processo expde as células
beta a serem atacadas por células T CD8 autorreativas e especificas para antigenos do pancreas
(C3). Consequentemente, os antigenos de células beta liberados sdo capturados por células
apresentadoras de antigenos (APC) (C3) e transportados para os linfonodos pancreaticos (LN) (c2).
Enquanto isso, no sistema periférico (C1), o gatilho ambiental promove um ambiente proinflamatério
que favorece as respostas inibitérias das células T efectoras sobre a fungdo das células T
reguladoras (Treg). Neste contexto proinflamatorio, os antigenos de células beta e as células T CD4
(C2) iniciam a converséo de células B em células plasmaticas (D2) com consequente producao de
autoanticorpos de insulina (D1). Além disso, as células T CD8 autorreativas sdo estimuladas a
proliferar (D2) e migram para o pancreas (D3). O estresse induzido por esta segunda onda de morte
de células beta (D3), que envolve perforina, IFN-a e TNF-a, provoca a interrupgdo da producado de
insulina e causa a liberagdo de novos antigenos das células beta que sdo captados pelas APCs e
transportados para os linfonodos pancreaticos em conjunto com células B (D3-D2).Como resultado,
novas especialidades de células T (E2) e B (E1) séo liberadas. Consequentemente, a destruigdo de
uma nova parcela de células beta ¢é iniciada e, portanto, de forma mais grave, resultando geralmente
em deplecéo severa da massa e fungao de células beta (E3). A inflamag&o autoimune pode estimular
alguma proliferagdo de células beta e producgao de insulina(F3) e Tregs podem se sobrepor e atenuar
a resposta imune efetora (F3). Esta pausa no processo inflamatério, conhecida por “Lua de mel” é
temporaria e, sua velocidade é varidvel entre os individuos. Eventualmente, a resposta autoimune se
sobrepbe a essa fase e o DM1 é diagnosticado quando restam apenas 10-30% das células beta
funcionais.

FONTE: Adaptado de VAN-BELLE, COPPIETERS e VON HERRATH, 2011.

3.4 BIOMARCADORES DO CONTROLE GLICEMICO

A manutenc¢ao da concentragdo plasmatica de glicose € fundamental para as
atividades do corpo humano. Em condi¢des normais, o organismo é capaz de
manter a concentragado estavel de insulina, a qual suprime a produgédo hepatica de
glicose e lipolise, estimulando a exposi¢cao dos transportadores de glicose nas
células dos musculos (esquelético e cardiaco) e tecido adiposo (GLUT4 -
transportador de glicose) (JAMES e PIPER, 1994). A insulina permite a utilizacdo da
glicose pelas células, estimula a produgao de proteinas, glicogénio e acidos graxos,
sendo essencial no processo de conversdao de glicose em outras formas de
armazenamento de energia, como os triglicerideos e glicogénio. Portanto, a insulina
contribui para a manutengdo homeostatica da concentragao glicémica no organismo
(RAMESAN e SHARMA, 2009).

Em um paciente com diagndstico de DM, o monitoramento glicémico € muito
importante, pois € o principal meio para o controle do tratamento e prevencido das
complicacgdes inerentes a doenga. Em um individuo saudavel, a glicemia se mantém

estavel entre as concentragcdes 70 a 110 mg/dL, raramente ultrapassando 140 mg/dL
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(BITTAR et al.,, 2003). Ja em pacientes diabéticos as concentragcbes plasmaticas
chegam a atingir concentragdes superiores a 180 mg/dL.

Apds a década de 70, surgiram novos avangos tecnoldgicos e cientificos que
permitiram o rastreamento da glicemia, como a dosagem de HbA1c, o
automonitoramento da glicemia capilar (AMGC) e o sistema de monitoramento
continuo da glicose em liquido intersticial (CGMS) (ADA, 2015). A partir de 2008,
outros métodos foram sugeridos para verificagdo do estado glicémico do paciente,
como a glicemia média estimada (GME) e a variabilidade glicémica (SBD, 2016)

Atualmente, os portadores de DM dispdem de aparelhos de afericao de
glicemia capilar que possibilitam o automonitoramento em domicilio. As instrugbes
para o automonitoramento podem variar de individuo para individuo, sendo
recomendada a afericdo antes e/ou apods as refeicdes e, 2 horas apds as principais
refeicdes. Em funcdo do uso da insulina, de acordo com a recomendacao médica,
ainda é possivel que seja necessario a afericdo da glicemia capilar em jejum, logo
nas primeiras horas do dia, para que seja evitada uma hipoglicemia ou mesmo, para
que o individuo saiba se deve ou n&o administrar a dose recomendada de insulina
exégena (BRASIL, 2007).

A Portaria n°® 2583 de 10 de outubro de 2007, define os medicamentos e
insumos disponibilizados pelo SUS, nos termos da Lei n. 11347/2006, como tiras e
reagentes para medida da glicemia capilar em domicilio (BRASIL, 2007). Este tipo
de controle requer um treinamento para o usuario, o que pode ser uma grande
limitagdo para pacientes idosos, principalmente aqueles com acuidade visual
reduzida. Nesta l6égica de acompanhamento e controle do DM, criou-se o que foi
denominado de “Metas do controle glicémico”, estabelecido de acordo com
consensos internacionais, incluindo controles realizados em jejum, pos-prandiais e
de HbA1c (ADA, 2017; SBD, 2016). O QUADRO 3, sintetiza as recomendagdes mais

importantes de diferentes sociedades médicas:
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QUADRO 3 - RECOMENDAGCOES DE CONTROLE GLICEMICO PARA ADULTOS, DE ACORDO
COM AS DIVERSAS SOCIEDADES MEDICAS.

Instituicées Glicemia pré-prandial | Glicemia pés-prandial| HbA1c
¢ (mgldL) (mgldL) (%)
ADA 80a 130 <180 <7
IDF <115 <160 <7
AACE <110 <140 <7
SBD <100 <160 <7

ADA, Associacdao Americana de Diabetes; IDF, Federagcédo Internacional de Diabetes; AACE,
Associagdo Americana de Endocrinologistas Clinicos; SBD, Sociedade Brasileira de Diabetes.
FONTE: Adaptado de SBD, 2016.

Nos ultimos anos, achados importantes relacionados as consequéncias da
hiperglicemia no DM1 tem direcionado a comunidade de endocrinologistas a rever
seu posicionamento frente ao controle glicémico e postular recomendag¢des para o
manejo do tratamento de criancas e adolescentes e assim, minimizar as
O QUADRO 4

recomendacgdes para as metas de controle glicémico de acordo consenso da

complicagbes tdo importantes nesta patologia. lista as

Sociedade Internacional de Diabetes para Pediatria e Adolescéncia (ISPAD) (2014)
e ADA (2017).

QUADRO 4 - RECOMENDAGCOES DA ISPAD E ADA PARA O CONTROLE GLICEMICO DE
CRIANCAS E ADOLESCENTES.

Instituicio Jejum ou Poés-prandial Ao dormir HbA1c
¢ Pré-prandial (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (%)

Ideal
65 a 100 80 a 126 80 a 100 <6,5

(ISPAD)

Otimo
90 a 145 90 a 180 120 a 80 <75

(ISPAD)
ADA 80 a 130* <180 - <70

*Os objetivos glicémicos devem ser flexibilizados com base na duragdo do Diabetes, idade,
expectativa de vida e condigdes concomitantes, complicagbes vasculares avangadas,
desconhecimento de hipoglicemia, ou seja, deve ser individualizada. As medi¢ces de glicose poés-
prandial devem ser realizadas 1-2 apés a refeicao; ADA, Associagcdo Americana de Diabetes; ISPAD,
Sociedade Internacional de Diabetes para Pediatria e Adolescéncia.

FONTE: Adaptado de ISPAD, 2014; ADA, 2017.
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3.4.1 Hemoglobina Glicada (HbA1c)

A hemoglobina glicada (HbA1c) é considerada “padrdo ouro” para controle
glicémico do Diabetes, pois permite que seja avaliada sua concentragcao circulante
referente a um periodo de dois a trés meses anteriores a coleta, que se refere ao
tempo de meia vida do eritrocito (cerca de 120 dias) (NELSON e COX, 2014).

Sabe-se que a hemoglobina glicada é formada pela reagdo nao enzimatica
entre a glicose e o grupo amino primario do residuo de aminoacido valina da porcao
N-terminal e com o grupo amino da cadeia lateral da lisina. Cabe ressaltar que
outros residuos de aminoacidos também podem ser glicados, mas a glicagdo no
grupo a-NH2 da valina N-terminal conduz a uma alteragdo de carga elétrica na
hemoglobina (BUNN, 1981; NELSON e COX, 2014).

De acordo com a Sociedade Brasileira de Diabetes, United Kingdom
Prospective Diabetes Study (UKPDS) e o DCCT, a concentragdo de HbA1c
representa correlagdo positiva com as concentragbes de glicose e, portanto, €
considerada um bom marcador para avaliar o controle glicémico e monitorar
indiretamente as complicagdes inerentes do DM (FRAYLING, COLHOUN e
FLOREZ, 2008; SBD, 2016).

No entanto, a acuracia das dosagens de HbA1c pode ser influenciada em
determinadas condigdes clinicas, como hemorragia e transfusdes; anemia
hemolitica, ferropriva e hemoglobinopatias; medicamentos utilizados por pacientes
HIV positivos; uremia; hipertrigliceridemia; hiperbilirrubinemia; altas dosagens de
acido acetilsalicilico, vitaminas C e E, além de opiaceos e etilismo (GOLDSTEIN et
al., 2004; RENARD, 2005; SBD, 2016).

Em alguns casos de DM1, a concentracdo de HbA1c pode ndo apresentar
elevacéao significativa durante o diagnoéstico, mesmo quando o individuo manifesta
sintomas de hiperglicemia, isso porque a concentragao glicémica pode variar com os
periodos de refeicdo, exercicios, entre outros, de modo que elevagdes perigosas
podem passar desapercebidas (CRAIG et al.,, 2014; NELSON e COX, 2014).
Contudo, o cumprimento do tratamento e das recomendacbes médicas nutricionais,
contribuem para obter resultados de HbA1c dentro dos limites esperados
(KILPATRICK, 2008).
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3.4.21,5 Anidroglucitol (1,5-AG)

O monossacarideo 1,5-anidroglucitol (1,5-AG) ou 1-deoxi glicose é um analito
obtido naturalmente a partir da dieta, pouco metabolizado pelo organismo, que
compete com a glicose pela sua reabsorgdo através dos mesmos transportadores
dos tubulos renais (DUNGAN, 2008; KOGA, 2014). O 1,5-AG também é aceito como
um biomarcador de controle glicémico de curto prazo ou poés-prandial, pois
apresenta picos de concentracdo plasmatica dentro de 24 a 72 horas em condi¢ao
hiperglicémica (BUSE et al., 2003).

Quando a concentragdo plasmatica de glicose ultrapassa 180 mg/dL (limiar
renal), a concentragao plasmatica de 1,5-AG diminui, visto que a reabsor¢ao tubular
€ inibida competitivamente pelo excesso glicose (FIGURA 4). Portanto,
concentragbes plasmaticas baixas de 1,5-AG estdo relacionadas a episodios

hiperglicémicos.

FIGURA 4 - REABSORGCAO TUBULAR DO 1,5-AG E GLICOSE EM CONDIGCOES DE NORMO E

HIPERGLICEMIA.
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No estado normoglicémico, a glicose (circulos azuis) e o 1,5-AG (quadrados rosas) séo reabsorvidos
do filtrado glomerular através dos transportadores tubulares de glicose e SGLT4 (transportador de
manose com afinidade para 1,5-AG). Nesta condigdo, os transportadores recuperam quase
totalmente a glicose e o 1,5-AG filtrados, sendo perdidos na urina quantidades despreziveis de 1,5-
AG. Na hiperglicemia, o excesso de glicose presente nos tubulos renais (glicose > 180mg/dL),
compete com o 1,5-AG pela reabsorcao através dos transportadores tubulares e consequentemente a
glicose é reabsorvida, enquanto o 1,5-AG ¢é eliminado pela urina. A resultante na hiperglicemia é a
elevacao da glicose no sangue com concomitante redugéo do 1,5-AG.

FONTE: Adaptado de DUNGAN, 2008.
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De acordo com Buse e colaboradores (2003), este € um teste importante que
pode complementar o automonitoramento frequente ou continuo do controle
glicémico. Para realizar a quantificagdo desta molécula, trés principios
metodoldgicos diferentes podem ser empregados: espectrometria de massa,
cromatografia ou enzimatico-colorimétrico. Embora haja grande interesse em estudar
este analito, o exame ndo € amplamente disponivel na pratica clinica laboratorial
(BORITZA, 2014; WEISS, 2014; GOMES, 2015).

3.4.3 Frutosamina

A frutosamina se refere a estrutura do produto de rearranjo formado pela
reagcao ndo enzimatica da glicose com g-amino grupos nos residuos de lisina de
proteina (NETTO et al.,, 2009). Portanto, frutosamina € o nome genérico dado a
todas as proteinas glicadas, das quais a albumina é a fragdo plasmatica majoritaria.

Como o tempo de meia-vida da albumina é aproximadamente 15 dias, a
frutosamina é um analito de controle glicémico de curto periodo, que avalia a
glicemia média referente ao periodo de 10-15 dias antes do exame (NETTO et al.,
2009; SBD, 2016). A utilizagao do teste é uma alternativa nos casos em que existem
fatores que possam influenciar a confiabilidade da dosagem de HbA1c, como

anemia ou hemoglobinopatias (SBD, 2016).

3.4.4 Albumina glicada (AG)

A dosagem de AG reflete o controle glicémico em duas a trés semanas,
referente a meia-vida da albumina (cerca de 15 dias) (NETTO et al.,, 2009). A
glicagao da albumina n&o é afetada pelo tempo de sobrevida dos eritrocitos, assim
como ocorre com a HbA1c, por outro lado o teste pode ter sua confiabilidade
questionada na presenca de disturbios que afetem o estado nutricional do paciente,
presenca de proteinuria maciga, cirrose, disfungcdo da tireoide e tabagismo (SBD,
2016).
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3.4.5 Tratamento para o Diabetes mellitus tipo 1

No tratamento terapéutico do DM1A, a insulina exégena é o principal suporte
para os pacientes, sendo considerada fundamental logo no inicio do diagndstico,
devido a destruicdo das células beta pancreaticas, que incapacita a sintese e
secrecédo da insulina nestes pacientes (SBD, 2016; ADA, 2017).

Nos dias atuais, € possivel encontrar diferentes tipos de insulina e analogos,
que em parte se diferem na velocidade de inicio de agao, duragao (FIGURA 5), bem
como, na manutencdo da concentracdo de glicemia préoxima ao nivel basal.
Independente da larga diversidade de insulinas exdgenas e analogos, o objetivo
unico do tratamento insulinico € justamente evitar a ampla variabilidade dos valores
de glicemia, que afeta diretamente o desenvolvimento das complicagdes agudas e
cronicas do DM (MALIK e TAPLIN, 2014).

Em fungao do seu efeito pronunciado sobre a glicemia, o plano de tratamento
deve ser individualizado, adaptado as caracteristicas e necessidade do paciente e
da sua familia (idade, historico de hipoglicemias, principalmente noturnas e nao
evidentes, estilo de vida, nivel sécio econémico e intelectual, pratica de atividades
fisicas, outras comorbidades e doencas macrovasculares) (REWERS et al., 2007;
CHIANG et al., 2014). A dose inicial de insulina, deve ser precrita com base no peso
do paciente, com doses que variam de 0,4 a 1,0 unidades/Kg/dia. Paralelamente ao
ajuste da dose, é de extrema importancia que seja feita a conscientizagdo do
paciente em relacao a ingestao de carboidratos e pratica de atividades fisicas (ADA,
2017)

As diferentes insulinas disponiveis atualmente percorreram um longo caminho
desde a sua descoberta, a partir da insulina animal purificada para insulinas
humanas produzidas por organismos geneticamente modificados (MATHIEU,
GILLARD e BENHALIMA, 2017). Contudo, embora nas ultimas décadas tenha
ocorrido nitido avango técnico e cientifico no desenvolvimento de ferramentas de
auxilio para a administragdo da insulina, como as canetas, bombas de infuséo, e
seringas, ainda ha pontos fracos na substituicdo da insulina enddégena pela exégena,
como as crises hipoglicémicas, que ocorrem devido a impossibilidade de supressao
da liberacdo de insulina quando a concentracdo de glicose diminui (ATKINSON,
EISENBARTH e MICHELS, 2014). O importante € que novos analogos de insulina

ou pelo menos, novos conceitos na administragcdo de insulina estdo sob constante



34

investigagédo (BECKER et al., 2005; SCHMID, 2007; MATHIEU, GILLARD e
BENHALIMA, 2017).

FIGURA 5 - REPRESENTAGCAO FARMACOCINETICA DAS INSULINAS E SEUS ANALOGOS.
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Essa figura ilustra alguns dos principais tipos de insulina e seus analogos (de rapida e de longa
acao), e apresenta graficamente o inicio e tempo aproximado de acdo de cada uma. A linha azul
representa a farmacocinética da insulina Aspart, Lispro, e Glulisina que possuem inicio de acdo em
minutos apos a administragao, com pico de 1-2 horas, com tempo de agédo de aproximadamente de 4
horas. A linha vermelha, ilustra a insulina regular, a qual inicia sua a¢ao logo apds administragédo, no
entanto com pico entre 2-4 horas e a duragéo de sua agao é préoxima de 7 horas. A NPH (linha verde)
apresenta inicio de agao de aproximadamente 1 hora, alcangando o pico em cerca de 6 horas, e a
duragéo da agéo proxima a 18 horas. A Detemir (linha roxa), e Glargina (linha alaranjada) apresentam
inicio de agdo ap6s 1-2 horas, com pico pouco pronunciado, e agao em torno de 24 horas.

FONTE: Adaptado de PIRES e CHACRA, 2008.

A escolha dos esquemas terapéuticos para o tratamento dos individuos com
DM1 esta associada principalmente a tentativa de evitar lipdlise, a liberacdo hepatica
de glicose no periodo interdigestério, e manter o controle glicémico prandial
(refeicdes), bem como as doses complementares que corrigem as hiperglicemias
pré-prandiais ou inter-prandiais (MALIK e TAPLIN, 2014). Por isso, os diversos tipos
de acgéo das insulinas (rapida, curta, intermediaria e prolongada) sdo importantes
para compor o tratamento, que envolve multiplas aplicagdées durante o dia, a fim de
possibilitar um melhor controle glicémico (WHITE et al., 2001; SBD, 2016).
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3.5 ASPECTOS GENETICOS ASSOCIADOS AO DM1A

Achados importantes nos ultimos anos relacionados a susceptibilidade ao
DM1 e as consequéncias da destruicdo autoimune das células beta pancreaticas
tem direcionado a comunidade cientifica a afirmar que fatores genéticos contribuem
de uma forma importante para génese da doenga (REDONDO et al., 2008). Estudos
voltados a detectar polimorfismos no DNA em diferentes populagdes obtiveram
grande destaque na investigagao ndo somente do risco para a doenga, mas também
de protegao (MIJOVIC et al., 1991; FLOREZ, HIRSCHHORN e ALTSHULER, 2003).

O polimorfismo do tipo single nucleotide polymorphisms (SNP) & o termo
utilizado para definir a variagdo de uma unica base nitrogenada no DNA. SNPs
localizados em genes podem levar a variagdes na sequéncia de aminoacidos
afetando a estrutura e funcédo de proteinas. No entanto, os SNPs ndo estdo apenas
em genes, como também podem ocorrer em regides nao codificantes de DNA. Cabe
ressaltar que para ser um polimorfismo, a variagao detectada na sequéncia do DNA
deve ocorrer com uma frequéncia 21% na populagao, caso contrario, a variacdo é
considerada uma mutacao (RISCH e MERIKANGAS, 1996; BROOKES, 1999).

O mapeamento de SNPs pode ser considerada uma ferramenta eficaz em
estudos caso-controle. O estudo realizado por Abbasi e colaboradores (2017)
mostrou associacdo entre o alelo raro do SNP rs2476601 do gene PTPN22 com o
DM1 em uma populagado iraniana. O gene PTPN22 codifica a proteina tirosina
fosfatase, cuja fungao é regular a atividade das células T e B. Outro estudo caso-
controle com DM1 relatou que o rs187238 do gene IL-18 ndo esta associado ao
DM1 diagnosticado em criangas euro-brasileiras (AL-LAHHAM et al., 2018). No
entanto, em pesquisa realizada com criangas predominantemente afro-brasileiras, o
mesmo SNP foi associado a presenga de DM1. Logo, a relagdo do SNP como fator
de risco ou protecdo em relacdo a uma determinada doenca pode ser fortemente
influenciada pelas diferengcas na ancestralidade existentes no Brasil (TAVARES et
al., 2013).
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3.5.1 Gene da frutosamina-3-quinase (FN3K): controle de glicagdo nao enzimatica
intracelular

O gene da frutosamina-3-quinase (FN3K), localizado no brago longo do
cromossomo 17, posigao 17q.25.3, possui 6 éxons (MIJOVIC et al., 1991), é
expresso em todos os tecidos humanos, mas as maiores concentragbes da enzima

encontram-se nos rins, coragao e tecido nervoso (MONNIER, 2006).

FIGURA 6- LOCALIZAGAO DO GENE FN3K NO CROMOSSOMO 17
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A marcacgao vermelha indica que este gene esta localizado no brago longo na posig¢ao 25.3.

FONTE: Adaptado de <http://www.wikiwand.com/pt/Cromossoma_17 (humano)> Acesso em 29 de
dezembro de 2017.

Este gene codifica a enzima frutosamina-3-quinase (FN3K), de massa
molecular de 34kDa, constituida por 309 residuos de aminoacidos (DELPIERRE et
al., 2000; SZWERGOLD, HOWELL e BEISSWENGER, 2001). Através da
concentracdo relativa de RNAm foi possivel constatar que a expressado de FN3K é
significativamente maior nos 6rgaos susceptiveis ao Diabetes, como os rins, coragao
e tecido nervoso (CONNER, BEISSWENGER e SZWERGOLD, 2005). No entanto, a
determinagao da resposta transcricional do gene FN3K em fibroblastos estimulados
com alguns tratamentos que mimetizavam as condicdes metabdlicas e hormonais no
DM, nado resultou no aumento da concentracdo de RNAm, indicando que a
expressdo do gene FN3K ¢é constitutiva, ou seja, o gene ¢é expressado
constantemente (CONNER, BEISSWENGER e SZWERGOLD, 2005).

Devido a sua acéao catalitica, a FN3K é considerada uma enzima reparadora,
pois atua no processo de reversao da glicagao (FIGURA 7), evitando a formagao dos
produtos finais de glicagdo avangada (AGEs), os quais estdo envolvidos nas

complicagcbes do DM. Mesmo promovendo a deglicacdo de proteinas em muitos
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tecidos, como o pancreatico e, consequentemente, uma desaceleragdo nas
complicagbes do DM, a FN3K nao esta envolvida na manutengdo e sobrevivéncia
das células beta pancreéticas (MOSCA et al., 2011; SKRHA et al., 2014).

FIGURA 7 — ESQUEMA DA VIA DE DEGLICAGAO INICIADA PELA FRUTOSAMINA-3-QUINASE.
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ATP, Trifosfato de adenosina; NH2, Radical amino; Pi, Fosfato inorganico.

A reacao de glicacdo nédo enzimatica ocorre entre o grupo carbonila da glicose e o grupo amino de
um residuo de aminoacido da proteina, geralmente a lisina, gerando o produto frutosamina. Essa
cetoamina sera fosforilada no carbono-3 pela agdo catalitica da enzima frutosamina-3-quinase
(FN3K). O produto frutosamina-3-fosfato & instavel e possivelmente se decompde espontaneamente
em 3-desoxiglucasona e fosfato inorganico, regenerando o aminoacido lisina. O produto 3-
deoxiglucasona é rapidamente detoxificado para produtos inertes, como a 3-deoxifrutose ou 2-deoxy-
3-acido cetoglucénico.

FONTE: Adaptado de DELPIERRE, 2002; AVEMARIA et al., 2015

A acéo de deglicacédo da FN3K foi evidenciada em um estudo empregando
ratos FN3K -/-, cujas hemacias apresentaram concentracao de HbA1c cerca de 2,5
vezes mais elevada em relacido aos valores detectados nas hemacias de ratos FN3K
+/+ ou FN3K +/- (VEIGA-DA-CUNHA et al., 2006).

A acgao reparadora da FN3K também foi mostrada em um estudo in vitro com
células eritrocitarias tratadas com o substrato e inibidor competitivo, 1-deoxi-1-
morfolinofrutose (DMF) para FN3K. Na presenca desse substrato, ocorreu uma
duplicacdo da concentracdo de Hb1Ac, enquanto na auséncia do substrato, a

concentragdo diminui. Esses resultados indicaram que a inibicdo de FN3K pelo
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substrato DMF permitiu que o proceso de glicagdo da hemoglobina ocorresse
(DELPIERRE et al., 2002). Portanto, este trabalho foi uma contraposta a teoria de
que a formacgao de frutosaminas € um processo irreversivel, inevitavelmente guiado
para conversao de AGEs.

Em estudo subsequente, Delpierre e colaboradores (2006) mostraram que a
atividade de FN3K nao foi diferente entre pacientes com DM1 e individuos sem a
doenca, mas a atividade em ambos os grupos apresentava uma variabilidade
interindividual em até quatro vezes. Essa variabilidade foi associada com a deteccao
de polimorfismos proximos ou ao longo do gene FN3K. No total, 6 polimorfismos
foram detectados, sendo dois na regido promotora do gene (P1 e P2), um no éxon 2
(P3), um no intron 4 (P4) e 2 no éxon 6 (P5e P6).

No entanto, de acordo com outro autor, nenhum destes polimorfismos no
gene FN3K resultou na modificagdo na estrutura da enzima, que pudesse aumentar
ou diminuir a sua atividade catalitica bem como aquelas localizadas nas regides
proximas ao gene. Uma explicacdo provavel € que eles estejam em desequilibrio de
ligacdo com polimorfismos em sequéncias reguladoras (elementos potenciadores,
enhancers) (DELPIERRE et al., 2006). Interessantemente, os polimorfismos P1 e P5
foram significativamente associados a atividade FN3K, sendo que individualmente
representaram = 40 e 35% da variancia total da atividade, respectivamente. O P5,
descrito como um polimorfismo 900C/G ou rs1056534 é o SNP estudado no
presente projeto.

O polimorfismo rs1056534 caracterizado pela troca de uma guanina por uma
citosina (G>C) promove uma alteragcédo sinonimia do cédon (TCC para TCG), que
corresponde ao aminoacido serina. Apesar desse polimorfismo nao alterar o residuo
de aminoacido da FN3K, estudos referentes as diferengas de gendtipo e frequéncias
alélicas tem sido realizados em diferentes populagcdes e, os resultados obtidos,
associados com a atividade de FN3K, complicagbes do DM e com outros parametros
bioquimicos (MHOAS et al., 2010; TANHAUSEROVA et al., 2014; SKRHA et al.
2014; CIKOMOLA et al., 2016). Os genotipos GG e CG de pacientes com DM1 e
DM2 foram associados com uma diminuigdo significativa na concentragdo do
receptor soluvel RAGE (sRAGE) (GG: 1055 + 458 e CG: 98 3+ 363 vs. CC: 1796 +
987 ng/L, p<0.0001), o qual pode ser um fator de protegdo em relagdo as
complicacdes do DM (SKRHA et al., 2014).
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Em outro estudo, pacientes DM2 com gendtipo CC, apresentaram

concentracédo de HbA1c estatisticamente menor (6,48 + 0,05%) em relagdo aos
pacientes com gendétipo GC (7,66 £ 0,09%) e GG (7,68 £ 0,09%). Além disso, a
variagao alélica CC em pacientes DM2 foi associada com o diagnoéstico tardio da
doenca (CC: 56,0 £ 1,90 anos; GC: 52,0 £ 0,62 anos; GG: 50,1 + 0,71 anos; p <
0.05) (MOHAS et al., 2010). Em relagdo & associagdo com as complicagdes do DM,
o polimorfismo rs1056534 do FN3K apresentou uma associacdo fraca com a

progress&o da doenga renal em pacientes DM2 (TANHAUSEROVA et al., 2013).

3.5.2 Gene da hexoquinase-1 (HK1): fator limitante da glicdlise

O gene HK1 esta localizado no cromossomo 10, na posicédo 10q22.1 e, é
composto por 25 éxons (FIGURA 8). Esse gene codifica a enzima hexoquinase-1,
que participa da primeira reagao da via catabdlica da glicose (glicdlise) catalisando a

fosforilagdo no carbono 6 da glicose as expensas de ATP, formando o composto
glicose-6-fosfato (FIGURA 9).

FIGURA 8 - LOCALIZAGAO DO GENE HK1 NO CROMOSSOMO 10
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A marcacgao vermelha indica que este gene esta localizado no brago longo na posigéo 22.1.
FONTE: <https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/d/dc/Human_chromosome 10 -

400 550 850 bphs.png/640px-Human chromosome 10 - 400 550 850 bphs.png> Acesso em 22
29 de dezembro de 2017.

A HK1 é considerada uma enzima reguladora, pois atua como fator limitante
da dlicdlise, uma vez que tem a atividade -catalitica suprimida quando a
concentracao intracelular do seu proprio produto, a glicose-6-fostato, for superior a
sua concentragao basal (RAPOPORT, HEINRICH e RAPOPORT, 1976; GJESING et
al., 2011). Embora importante nesta reacéo, a HK1 também participa da fosforilagdo

de outras hexoses, a exemplo da frutose e da manose (VOOGHT, et al., 2009).
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FIGURA 9 — ETAPA INICIAL DA CATALISE DA GLICOSE: FOSFORILAGAO E APRISIONAMENTO
DA GLICOSE

ATP  ADP
\ Mg
Hexoguinase

Glicose

A hexoquinase catalisa a transferéncia de um grupo fosforil do ATP para uma variedade de agucares
de seis carbonos (hexoses), como glicose e manose. Para a catélise, a enzima requer Mg? *, que
forma um complexo com ATP. A hexoquinase consiste em dois Iébulos (azul), que se movem um para
o outro (vermelho) quando a glicose esta ligada. A fenda entre os lobulos se fecha e a glicose é
cercada pela proteina, com exceg¢ao do grupo hidroxila do carbono 6, que aceitara o grupo fosforil da
ATP.

FONTE: BERG, TYMOCZKO e STRYER, 2002.

Além da HK1, a familia da hexoquinase é composta por outras 3 isoformas:
HK2 (2p13.1), HK3 (5q9.35.2) e a HK4 ou glicoquinase. A isoforma HK1 esta
associada a membrana mitocondrial externa e tem localizagdo ubiqua na maioria
dos tecidos, mas é altamente expressa no cérebro e hemacias, pois esses tecidos
necessitam de maior consumo de glicose para suportar altas taxas de gasto de
energia (BIANCHI et al., 1997, WILSON 2003; JONH, WEISS e RIBALET, 2011). A
isoforma HK2 esta localizada em tecidos dependentes de insulina, como o musculo
esquelético, cardiaco e tecido adiposo e, também se encontra associada a
membrana mitocondrial externa (JONH, WEISS e RIBALET, 2011). Ja a HK3 esta
presente no citoplasma de praticamente todos os tecidos (WILSON 2003). Por fim, a
HK4 localiza-se precisamente no figado e no pancreas (VOOGHT et al., 2009;
NELSON e COX, 2014).

A deficiéncia ou auséncia da atividade catalitica da enzima HK1 esta
associada com o desenvolvimento de anemia hemolitica ndo-esferocitaria, a qual é
uma condigdo rara, clinicamente significante, e que ainda o mecanismo permanece
nao totalmente elucidado (BIANCHI et al., 1997; SORANZO, 2011). Em patrticular, o

polimorfismo rs7072268 (T>C) promove a alteracdo do aminoacido leucina para
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serina, sendo responsavel pela perda completa da atividade catalitica da
hexoquinase, enquanto a delegcado de 96pb causa uma redugao drastica da atividade
da hexoquinase (BIANCHI et al., 1997).

Além da anemia hemolititica ndo-esferocitaria, variagbes genéticas no gene
HK1 ou em regides nao codificantes podem apresentar associacbées com parametros
bioquimicos de controle glicémico. Estudos recentes correlacionaram variantes
genéticas do gene da HK1 com a concentracdo de HbA1c. Entre essas variagoes,
estd o SNP rs7072268, localizado no intron 7, posicdo 10922.1, que promove a
alteracdo de uma citosina por timina (alelo raro). Esse polimorfismo vem sendo
associado a elevacao de concentracées de HbA1c, porém pesquisadores nio foram
capazes de explicar o mecanismo envolvido (PARE et al., 2008; BONNEFOND et al.,
2009; VOOGHT et al., 2009; GJESING et al., 2011).

Uma hipdtese para associagao do polimorfismo com a maior concentracao
de HbA1c é que sua presencga pode afetar a quantidade e/ou atividade da enzima
HK1 (PARE et al., 2008). Pare e colaboradores (2008) foram os primeiros a associar
a variagao genética de HK1 (rs7072268) com o aumento significativo de HbA1c em
individuos saudaveis, nao diabéticos, numa populacdo de mulheres americanas.
Esta associagédo entre o rs7072268 e HbA1c também foi descrita por Bonnefon e
colaboradores (2009), que avaliou uma populacao francesa caucasiana com DM2.
No entanto, o rs7072268 ndo apresentou associacdo com outros marcadores do
controle glicémico. Por outro lado, houve associagao do rs7072268 com diminuigao
da concentragdo de hemoglobina e hematdcrito sugerindo um estado pro-anémico
(BONNEFOND et al., 2009).

A associagao do alelo T do rs7072268 com DM2, bem como a dislipidemia
em jejum em individuos dinamarqueses nado diabéticos foi relatado por Gjesing e
colaboradores (2011) em um estudo caso-controle cujos resultados foram inseridos

em um estudo de metanalise envolvendo outras populagdes (GJESING et al., 2011).
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4 MATERIAL E METODOS

Este projeto de pesquisa foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa em Seres Humanos do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do
Parana, sob o CAAE: 24676613.6.0000.0102 (ANEXO 1).

41 AMOSTRAS

Este € um estudo tipo caso-controle, que incluiu individuos com Diabetes
mellitus tipo 1 (DM1, n=149) e individuos sem Diabetes, como controle (CTRL, n=
168), de faixa etaria até 14 anos, nao relacionados, pareados por género. As
amostras dos portadores com DM1 foram coletadas durante exames de rotina,
conforme protocolo do servico de atendimento do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Parana (HC-UFPR) e da Unidade de Endocrinologia
Pediatrica do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana. Ja as
amostras dos individuos sem Diabetes foram obtidas em escolas municipais da
Regidao Metropolitana de Curitiba.

Os dados antropométricos e clinicos dos pacientes DM1 foram coletados
através de entrevista e dados do prontuario meédico, enquanto do grupo controle foi
obtido exclusivamente por entrevista. Os pacientes com DM1 e individuos sem
Diabetes participaram da pesquisa apds o consentimento dos pais ou responsavel,
que foi firmado através da assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (ANEXO 2).

A coleta de sangue dos participantes da pesquisa foi realizada a vacuo
através de tubos para obtencéo de soro, o qual foi utilizado para a determinacao dos
parametros bioquimicos, e através de tubos com anticoagulante para quantificagéo
de Hb1Ac e extragdo de DNA. O volume de sangue coletado dos participantes da
pesquisa para obtengcao do soro foi de aproximadamente 4mL, em tudo seco com
gel separador (Tubo Gel BD Vacutainer® SSTTM; Becton, Dickinson, Co). O mesmo
volume foi coletado em tubos contendo 7,2 mg de anticoagulante K:EDTA (BD
Vacutainer® K2EDTA; Becton, Dickinson, Co) para obtencdo de sangue total e
plasma.

Apdés a coleta, as amostras de sangue para obtencdo de soro foram

centrifugadas a 6.000 rpm por 10 minutos (Centrifuga Compacta Hermle Z 206,
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Alemanha), e aliquotas de soro foram transferidas para microtubos 1,5 mL, que
foram armazenados a -20 e -80°C para a quantificagcdo dos parametros bioquimicos
(albumina, creatinina, ureia, glicose, HbA1c e proteinas totais).

As amostras de sangue total e foram homogeneizadas por 15 minutos. Apds
esse periodo, aproximadamente 1,0 mL do sangue total foi empregado para a
determinagao de Hb1Ac e o restante foi centrifugado a 3.500 rpm por 20 minutos
(Centrifuga Hermle Z 306K, Alemanha) para obtengcdo do plasma e da camada

leucocitaria (buffy coat), que foi submetida a extracido de DNA.

4.2 EXTRAGAO E QUANTIFICAGCAO DO DNA GENOMICO

O DNA gendmico da camada leucocitaria foi extraido pelo método de salting out
(LAHIRI e NURNBERGER, 1991). Apos extracao, a quantificagdo do DNA genémico
foi realizada através de espectrofotometria em 260 e 280 nm (NanoDrop®, Thermo
Scientific). As amostras que apresentaram concentragao inferior a 20 ng/pL e cujo
grau de pureza obtido através da razdo Azsonso fosse <1,7 ou >2,1 nado foram
empregadas neste estudo, pois esses parametros sao indicativos de baixa qualidade
de DNA e contaminac¢do da amostra (NEUMAIER et al., 1998).

Ap6s a quantificagédo, as amostras de DNA foram diluidas em agua ultrapura
estéril @a uma concentragdo de 100 ng/puL para serem armazenadas a -20°C no
Biorrepositério do Laboratério de Bioquimica Clinica da UFPR. Para as analises de
genotipatigem pelo o sistema TagMan®, as amostras de DNA a 100 ng/uL foram
diluidas até a concentracao final de 20 ng/uL em agua ultrapura estéril e também

armazenadas -20 °C.

4.3 GENOTIPAGEM DOS POLIMORFISMOS POR PCR EM TEMPO REAL

As genotipagens dos polimorfismos rs1056534 e rs7072268 foram realizadas
através de PCR em tempo real com sondas fluorescentes especificas do sistema
SNP TagMan® (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). O ensaio de
genotipagem SNP TagMan® inclui dois iniciadores (primers) de PCR especificos
para as regides que flanqueiam o SNP de interesse e duas sondas de

oligonucleotideos TagMan® especificas para os dois alelos em estudo. Essas
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sondas tem um fluoréforo na extremidade 5°, e um atenuador de fluorescéncia
(quencher) na extremidade 3’. Uma sonda intacta emite um sinal fluorescente
minimo quando excitada, porque o atenuador absorve os fotons emitidos pelo
fluoréforo devido a proximidade fisica entre o fluoréforo e o atenuador. Um sinal
fluorescente é gerado quando a sonda intacta, apds hibridizagao com o alelo alvo, é
clivada pela atividade exonucleasica 5 da DNA polimerase durante cada ciclo da
reacéo de PCR (DE LA VEGA et al., 2005).

Para discriminacao alélica, duas sondas especificas para cada alelo do SNP
sdo empregadas e, cada sonda é marcada com um fluoréforo (VIC e FAN),
permitindo a deteccao de ambos os alelos. Assim, a sonda que anelar ao DNA, sera
clivada pela DNA polimerase, liberando o silenciador e permitindo que a
fluorescéncia do fluoréforo seja emitida e quantificada (SCHLEINITZ, DISTEFANO e
KOVACS, 2011).

A sonda fluorescente TagMan® (Applied Biosystems) validadas para o
rs1056534 foi C_11802689 10 e, para o rs7072268 foi a C_30 0005592 10. Essas
sondas carregam os fluoréforos VIC e FAN (QUADRO 5).

QUADRO 5 - CARACTERIZACAO DOS POLIMORFISMOS NO ESTUDO

Designacao Cromossomo . .
OMIN Posicdo Gene Polimorfismos TaqMan
64122 17925.3 FN3K | rs1056534 C/G | C__ 1180268_10
3098 10922.1 HK1 rs7072268 C/T | C___30005592_10

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

TagMan: sonda especifica para cada polimorfismo

FONTE: O autor, 2017.

As genotipagens foram realizadas no equipamento 7500 Fast™ (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA), utilizando reagentes (Master Mix®, SNP
GenotypingAssay®) e demais suplementos fornecidos pelo fabricante (Applied
Biosystems). Inicialmente, os reagentes e o DNA extraido foram pipetados em
placas de 96-pocos (QUADRO 6). As pipetagens ocorreram em camara de fluxo
laminar para evitar contaminagdo. A placa foi coberta com filme especifico e
posteriormente centrifugada por 4 minutos a 4000 rpm para remoc¢ao de possiveis
bolhas de ar nos pocos. Em cada placa, dois pogos foram usados como controle

negativo, contendo apenas o Super Master Mix (MasterMix® + SNP
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GenotypingAssay® + agua ultrapura estéril), para avaliar uma possivel contaminagao
do sistema. Para cada placa, amostras de DNA do grupo DM1 e controle foram
distribuidas de maneira aleatoria.

QUADRO 6 — PROTOCOLO UTILIZADO NAS GENOTIPAGENS COM SONDAS FLUORESCENTES
POR PCR EM TEMPO REAL

Reagentes Volumes (Volume final 8,0 pL)
Master Mix® (2x) 3,0 uL
SNP Genotyping Assay® (40x) 0,1 uL
Agua ultrapura estéril 1,9 uL
DNA molde (20 ng/ulL) 3,0 ub
Clivagem Temperatura — Tempo (segundos)
1 ciclo 60°C — 30 s (pré-PCR)
1 ciclo 95°C — 600 s (ativagdo polimerase)
95°C — 15 s (desnaturacao)
50 ciclos
60°C — 90 s (anelamento/extensao)
1 ciclo 60°C — 30 s

Sonda TagMan® SNP Genotyping Assays, contendo um par de oligonucleotideos iniciadores (primers),
sondas fluorescentes especificas para genotipagem com os fluoréforos VIC® e FAM™. Master Mix®:
sistema de reagdo composto pela DNA polimerase, Mg**, tampao e ativadores, otimizado para uso com
sondas TagMan®.

FONTE: O autor, 2017.

Em todas as analises, a qualidade da genotipagem identificada pelo software do
sistema 7500 Fast™ foi superior >98%, excluindo, portanto, a necessidade de

investigacao de fontes de baixa eficiéncia na PCR e/ou repeticao das analises.

4.4 QUANTIFICACGAO DE PARAMETROS BIOQUIMICOS E DADOS
ANTROPOMETRICOS.

As dosagens bioquimicas incluiram fungao renal (ureia, creatinina), controle
glicémico (glicemia de jejum, HbA1c e 1,5-AG), proteinas totais e albumina. As
dosagens foram realizadas em sistema automatizado Labmax 400 (Labtest
Diagnostica SA) no Laboratério Escola, UFPR, e Architect Ci8200 (Abbott
Diagnodstica Laboratérios do Brasil) no Laboratério do Hospital de Clinicas, HC-
UFPR, utilizando reagentes, calibradores e controles adequados ao sistema
automatizado (QUADRO 7).




46

QUADRO 7 - PARAMETROS BIOQUIMICOS, METODOLOGIAS E INTERVALO DE REFERENCIA
PARA CRIANCAS E ADOLESCENTES.

Dosagem Principio Metodologico ((:(}/i')o‘ Intervalo de Referéncia
Albumina Colorimétrico 1,6 2,9-4,7g/dL

(Verde de Bromocresol)

Creatinina Colorimétrico 27 0,26-0,81*mg/dL
(Picrato alcalino)

Glicose Glucose oxidase — 2.2 <100mg/dL
Trinder
Hemoglobina Imunoensaio 17 3,5-6,5%
glicada (padronizado DCCT)
Proteinas Colorimétrica 1.4 6-8g/dL
Totais (Biureto)
Ureia Enzimatico (Urease UV) 6,2 8-36mg/dL
1,5 Enzimatico 3.4 >10 pg/mL
anidroglucitol Glycomark

Valores de referéncia preconizados para criangas e adolescentes. CVa, coeficiente de variagéo
analitico inter-ensaio
FONTE: O autor, 2017.

Os dados antropométricos (idade, peso, altura, género) e clinicos (tempo de
Diabetes, CAD no diagndstico e historico CAD no ultimo ano) foram obtidos através

de entrevista direta e analise de registros médicos.

4.5 ANALISES ESTATISTICAS

O teste de Kolmogorov-Smirnov foi empregado para avaliar a normalidade
das variaveis continuas e a presenca de outliers foi realizada pelo método grafico
disponivel no programa Statistica para windows 10.0 (StatSoft Inc, Tulsa OK, USA).

As variaveis que apresentaram distribuicdo normal foram comparadas pelo
teste t de Student (ndo pareado e bidirecional). Estas variaveis foram representadas
pela média +1SD (1-desvio padréo) e, variaveis discretas foram comparadas com o
teste de Chi-quadrado (y?). Para as andlises de correlagdo, o modelo descrito por
Pearson (correlacao linear) foi utilizado. Variaveis continuas sem distribuicado normal
passaram por transformacgao logaritmica ou analisadas pelo teste U de Mann-
Whitney, conforme apropriado. Estas variaveis foram representadas pela mediana e
intervalo interquartil (Q1-Q3; percentil 25%-75%).
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Para as comparacdes com variaveis categoricas, foram utilizados os testes de
Chi-quadrado ou o teste Exato de Fischer bidirecional, conforme apropriado.

Para os ensaios de correlagcéo e associagao utilizando ANOVA (one-way), 0s
polimorfismos em estudo foram codificados como 1 (homozigoto usual), 2
(heterozigoto) e 3 (homozigoto raro).

A verificagdo do equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W), caélculos das
frequéncias genotipicas e alélicas, bem como o intervalo de confianga de 95% (IC
95%) para os alelos de menor frequéncia foram realizados com o programa
DeFinetti (http://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwa1.pl).

O z-score foi calculado com o calculador do The Children's Hospital of

Philadelphia (http://zscore.research.chop.edu/).

As comparagdes das frequéncias alélicas com outras populagbes foram
consideradas similares quando a frequéncia do alelo menos comum se encontrava
dentro do limite do IC 95%. Frequéncias acima ou abaixo de 95%IC foram
consideradas diferentes.

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

as analises.

4.6 FLUXOGRAMA DE TRABALHO

O fluxograma de trabalho, com as principais etapas do projeto, esta

representado na Figura 10.
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FIGURA 10 - FLUXOGRAMA DE TRABALHO.

Comité de Etica em Pesquisa UFPR — Setor de ciéncias da Satde
(CAAE: 24676613.6.0000.0102)

GRUPOS Coleta de dados
Triagem e selegdo dos ifiiese
grupos —> Controle n=168 R

DM1 (criangas <14anos) n=149

-Laboratoriais
-Antropomeétricos

v

Biomarcadores

Extracdo do DNA Coleta de amostras b
(salting out) Sangue total / soro i Hming
(Sang / ) \ - Creatinina
Correcdo da - Ureia
concentragdo do DNA - Glicose
para 20 ng/pL ‘ Analises estatisticas k_._— - HbA1C

l / l - Proteinas totais

PCR - Tempo Real

rs1056534 Publicacdo dos resultados
rs7072268

FONTE: O autor, 2017.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussdo serdo apresentados em ftrés topicos: 1)
caracterizacdo da amostra; 2) Biomarcadores; 3) Genotipagem dos SNPs em

estudo.

5.1 DADOS ANTROPOMETRICOS, CLINICOS E LABORATORIAIS DOS GRUPOS
DM1 E CONTROLE

O grupo DM1 e grupo controle foram pareados por idade e género e a partir
deste pareamento, os participantes de cada grupo tiveram os parametros peso,
altura, indice de massa corporea (IMC) comparados (Tabela 1). 90% das criangas e
adolescentes (6 — 14 anos) de ambos os grupos eram Euro-brasileiras e 10% eram
Afro-brasileiras ou outras etnias.

A estatistica descritiva dos parametros antropomeétricos para os grupos

controles e DM1 é apresentada na tabela 1.

TABELA 1 - CARACTERISTICAS ANTROPOMETRICAS DOS GRUPOS CONTROLE E DM1

CONTROLE DM1

PARAMETROS (n = 168) (n=149) P
Idade (anos) 10,0 (10-11) 12,0 (9-13) <0,001
Género (M/F) 90/78 7277 0,351**
Peso (kg) 38,2 (33,2-45.1) 38,9 (30,4 — 50,3) 0,973
Altura (m) 1,44 + 0,09 1,44 £ 0,15 0,933
IMC (kg/m2) 18,1 (16,7-20,3) 18,0 (16,6-20,9) 0,926
Z-score 0,52+1,0 0,25+ 0,98 0,019
Tempo de DM (anos) - 4,7+£3,6

Os valores sdo médiat1-Desvio Padrdo para variaveis com distribuigdo normal, mediana
(intervalo interquartil, 25%-75%) para variaveis sem distribuicdo normal. P, probabilidade, teste
U de Mann-Whitney; *teste t-Student bidirecional ou **Chi-quadrado. M, masculino; F,
feminino; -: dados ndo disponiveis; IMC: indice de massa corpérea; P <0,05 (negrito) é
considerado significativo.

FONTE: O autor, 2017.

5.1.1 Idade e etnia

A Suécia esta posicionada em segundo lugar no ranking de numero de casos

de DM1 no mundo, com valores estimados proximos a 40-44 por 100.000 criancas
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por ano (BERHAN et al., 2011). A Finlandia, primeira colocada, registrou um total de
14.721 criangas suecas (7.769 meninos e 6.952 meninas) com DM1 antes dos 15
anos de idade durante 1978 — 2007. Deste total de casos, foi constatado que entre
1978 até o final da década de 1990, os grupos etarios 0-4 e 5-9 anos apresentaram
o maior aumento relativo de casos de DM1. Ao longo da década de 90, foram os
grupos etarios 5-9 e 10-14 anos que tiveram as maiores taxas relativas de casos de
DM1 e a partir de 2000, a maior incidéncia foi observada no grupo de 10 a 14 anos
(BERHAN et al., 2011).

Ludvigsson (2017) compilou outros estudos (BERHAN et al.,, 2011;
DAHLQUISTGG, NYSTROML e PATTERSON, 2011; PETERSON et al., 2014) e
relatou que a incidéncia de DM1 continuou a aumentar na Suécia até 2015, o ultimo
ano completo de registro. Entre 2014-2015, a incidéncia em adolescentes com idade
inferior a 15 anos foi de 48,8 por 100.000 pessoas a cada ano, sendo que nos
ultimos 6 anos, foi observada uma incidéncia diminuida entre as faixas etarias de 0 a
4 anos (~28%) e um aumento para a idade entre 10-14 anos (~62%), diminuindo
apos os 15 anos de idade (~41%) (LUDVIGSSON, 2017).

Manuwald e colaboradores (2017) realizaram uma pesquisa semelhante que
comparou registros de 1982 a 1989 e 1999 a 2014, com dados da populagdo
europeia, observando que a taxa de incidéncia do DM1 aumentou de 3,5 para 11,5
anos no primeiro periodo e de 14,0 para 24,0 anos no segundo. Este estudo também
detectou que a idade do diagndstico no grupo entre 10 e 14 anos foi maior
comparado a outros grupos etarios (0 + 4 e 5 £ 9 anos). Novamente, as provaveis
razbes para o aumento de casos de DM1 entre 10 e 14 anos estdo atreladas as
mudancgas nas condi¢des de vida e ambientais apos a reunificacdo alema.

De acordo com a Federagéo Internacional de Diabetes (IDF, 2017), o Brasil
ocupa o terceiro lugar dentre os 10 paises com maiores numeros de novos casos de
DM1 em criangas e adolescentes. Para a faixa etaria inferior a 15 anos de idade,
7.600 novos casos foram diagnosticados, enquanto para a faixa etaria com menos
de 20 anos, o numero de novos casos passou para 9.600.

O grupo DM1 foi composto por 90% de individuos Euro-brasileiros, sendo os
10% restantes predominantemente afro-brasileiros. Esta distribuicdo étnica ja era
esperada, devido as caracteristicas raciais da regido onde foram obtidas as

amostras, na populagdo do sul do Brasil.
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5.1.2 Peso, Altura, IMC e Z-score

Para os parametros, peso, altura e IMC n&o houve diferenga significativa
entre os dois grupos (p>0,05). O IMC é um parametro amplamente utilizado para
avaliacdo e compreensao do estado nutricional que, segundo recomendacgdes da
Sociedade Americana de Diabetes (2017) deve fazer parte da avaliagdo médica,
assim como a altura, peso, avaliacdo do crescimento e desenvolvimento puberal
das criancas e adolescentes, como forma de medida de triagem e
acompanhamento.

O z-score é outro dado antropométrico que combina dados antropomeétricos
(estatura, peso, género e idade) para expressar o estado nutricional de criangas e
adolescentes e, avaliar o crescimento. O calculo baseia-se na diferenca entre o
valor individual (x) e a média da populagao, dividida pelo desvio padrao (o). O
resultado varia de +2 (sobrepeso) a -2 (abaixo do peso), indicando quéo longe, e
em qual direcdo (negativo ou positivo) o valor se desvia da média populacional
(WANG et al., 2006).

Para o z-score, foi encontrada uma redugéo significativa no valor do grupo
DM1 quando comparado ao grupo controle (P=0,019). Este resultado esta de
acordo com o esperado, segundo a literatura, pois a correlagado entre o DM1 e o z-
score baseia-se nas alteracbes metabdlicas, consequéncia da deficiéncia de
insulina, bem como também aos primeiros sinais e sintomas da doenga (redugao
de peso severa e desidratacao) (EISENBARTH, CONNELLY e SOELDNER, 1987;
USHER-SMITH, et al., 2015).

5.2 PARAMETROS BIOQUIMICOS DOS GRUPOS EM ESTUDO

A tabela 2 mostra os resultados obtidos para os parametros bioquimicos

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

CONTROLE DM1

PARAMETRO (n = 168) (n = 149) P
Glicemia em jejum (mg/dL) 92,0 (85-98) 259,0 (170-338) <0001
HbA1c (%) 5,2 (5,1-5,4) 9,7 (8,7-11,1) <0,001
1,5 anidroglucitol (ug/mL) 29,9 (25,7-38,4) 3,0 (1,9-4,9) <0,001
Albumina (g/dL) 4,2 (4,0-4,6) 4,2 (4,0-4,4) 0,728
Creatinina (mg/dL) 0,55 (0,39-0,67) 0,7 (0,70-0,80) <0,001
Ureia (mg/dL) 22,0 (18-26) 27,0 (22-31) <0,001
Microalbuminuria (mg/g) - 13,7 (8,3 — 26,6) -

Os resultados sao apresentados como mediana (intervalo interquartil); P, probabilidade, teste
U de Mann-Whitney; P <0,0001 (negrito) € considerado significativo.

FONTE: O autor, 2017.

5.2.1 Marcadores para controle glicémico

Os valores dos parametros de glicemia em jejum, HbA1c e 1,5-AG foram
significativamente superiores no grupo com DM1 em comparagao ao grupo CTRL.
Essa diferenca estatistica era esperada e confirma os critérios de selecdo dos
grupos, especialmente para o grupo CTRL, em que os valores da glicemia em jejum
(92 mg/dL) e a Hb1Ac (5,2%) se enquadraram abaixo dos valores de corte, que
caracterizam o DM. J& para o grupo DM1, o resultado para a glicemia em jejum foi
significativamente maior (259mg/dL) corroborando para o diagnostico de DM (ADA,
2017).

Ao avaliar o valor de HbA1C (9,7%) para o grupo DM1, também foi possivel
constatar que o controle glicémico de longo prazo desses pacientes estava
inadequado, ou seja, ha 3 meses antes do exame, esses pacientes apresentaram
controle glicémico inadequado. Estes dados refletem a dificuldade dos pacientes
DM1 na manutencdo da normoglicemia. Em suma, mensurar a concentragao de
HbA1c é de extrema importancia na avaliacdo do controle glicémico (GREVEN et al.,
2010; METHA et al., 2012).

Com relagado ao controle glicémico adequado, Campbell e colaboradores
(2014), realizaram um estudo envolvendo 58 clinicas de atendimento a criangas e
jovens com DM1 nos Estados Unidos, avaliando o controle glicémico de 3.272

criangas e adolescentes, com faixa etaria entre 6 e 17 anos. Os pacientes com
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HbA1c <7,5% foram considerados com excelente controle e >9,0% com mau
controle. A pesquisa mostrou que o numero de criangas com mau controle foi 4,6
vezes maior em relagdo ao outro grupo (2.684 contra 588).

O grupo DM1 apresentou concentracado estatisticamente menor de 1,5-AG
(3,0 ng/mL) em relagdo ao grupo controle (29,9 ug/mL), indicando que o controle
glicémico de curto prazo desses pacientes ndo estava adequado. Portanto,
provavelmente, os pacientes DM1 apresentaram picos hiperglicémicos durante esse
periodo, que sobrepuseram ao limiar renal, permitindo que a glicose, em alta
concentracdo, fosse competitivamente reabsorvida através dos tubulos renais em
relacdo ao 1,5-AG, que consequentemente passou a ser eliminado pela urina
(YAMANOUCHI et al., 1987; MEHTA et al., 2012).

Diante do exposto, o monitoramento glicémico é de extrema importancia no
grupo de pacientes DM1, bem como fornece informagdes para que seja realizado o
ajuste da terapia insulinica, melhorando a qualidade de vida e prevenindo tanto

complicagbes agudas como crénicas (SBD, 2016).

5.2.2 Albumina

A dosagem de albumina nao foi significativamente diferente (p>0,728) entre
0S grupos, cujos os valores obtidos se encontram dentro do intervalo de referéncia
(TABELA 2). A andlise desse parametro permite afirmar que ndo ha sinais de perda

proteica ou deficiéncia nutricional nos grupos em estudo (SHIMADA, 2013).

5.2.3 Ureia, Creatinina e Microalbuminuria

No presente estudo, as concentracbes de creatinina e ureia foram
significativamente diferentes entre os grupos, sendo as concentragbes destes
analitos maiores no grupo com DM1 (TABELA 2). Porém, os valores apresentados
no grupo DM1, encontram-se dentro do intervalo de referéncia, sugerindo que os
individuos estudados nao apresentam leséo renal manifesta. Este fato também pode
ser sustentado pelo valor de microalbuminuria encontrado.

De acordo com o KDIGO (Sociedade Internacional de Nefrologia, 2017), a

albuminuria pode ser dividida em trés categorias normal (<30 mg/g), moderada (30 a
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300 mg/g) e severa (>300 mg/g), sendo estes progndsticos para a doenca renal

cronica.

5.3 GENOTIPAGEM DOS POLIMORFISMOS COM SONDAS FLUORESCENTES

Os dois polimorfismos em estudo se encontram no equilibrio de Hardy-
Weinberg (HWE; P>0,05). O principio de H-W, define a relagao entre as frequéncias
de alelos e contagens de genoétipos em geragdes sucessivas e, prevé em uma
populagdo de tamanho infinito que estas frequéncias sejam constantes em uma
geracao para a outra sem fatores de desequilibrio, tais como casamentos
consanguineos, estratificacdo populacional e até problemas relacionados a erros de
genotipagem (NAMIPASHAKI, RAZAGHI-MOGHADAM e ANSARI-POUR, 2015).

5.3.1 Polimorfismo rs1056534 do gene FN3K

As frequéncias genotipicas e alélicas para o polimorfismo rs1056534 do gene

FN3K e as comparagdes entre os grupos sao apresentadas na Tabela 3.

TABELA 3 - FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS DO POLIMORFISMO rs1056534 DO
GENE FN3K NA AMOSTRA EM ESTUDO

CONTROLE DM1

POLIMORFISMO GENOTIPOS N=168 N=149 P
rs1056534 G/G 63 (37,5%) 65 (43,6%)
G>C G/C 77 (45,8%) 59 (39,6%) 0,483
FN3K C/IC 28 (16,7%) 25 (16,8%)
H-W - 0,589 0,074 -
Frequéncia do Alelo C-alelo 39,6% 36,6% 0.437
[95% IC] [95% CI] [34-45] [31-42]
Dominante *GG vs. GC+CC 63/105 65/84 0,267
Recessivo **CC vs. GG+GC 28/140 25/124 0,979

Gendtipos descritos em n (%); 95% IC: Intervalo de confianga de 95%; P: probabilidade, teste de y2Chi-
quadrado. H-W: Equilibrio de Hardy-Weinberg (teste de %?). SNP rs105653; * modelo dominante; **
modelo recessivo

FONTE: O autor, 2017.

Ndo houve diferenga estatistica significativa na distribuicdo genotipica
(P=0,483) ou alélica (P=0,437), determinando que o polimorfismo rs1056534 do

gene FN3K néao esta associado ao DM1 na amostra em estudo, em concordancia
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com outros estudos que envolveram pacientes com a doenca (SKRHA et al., 2014;
MOSCA et al., 2011) (TABELA 4).

Em um estudo realizado com pacientes DM2 e controles em uma populagéo
hangara, os autores relataram uma associacao entre o polimorfismo rs1056534 com
valores menores de HbA1c e inicio tardio do DM2. Os gendtipos ndao apresentaram
diferenca significativa nas frequéncias entre os grupos, mas pacientes DM2 com
genotipo CC apresentaram valores de Hb1AC (6,48 £ 0,05%) significativamente
menores em relagdo as variantes CG (7,66 + 0,09%) e GG (7,68 = 0,09%) (MOHAS
et al., 2010).

As diferengcas nas frequéncias genotipicas e alélicas para o rs1056534
também nao foram detectadas entre individuos DM1, DM2 e individuos sem
Diabetes na cidade de Praga (SKRHA et al., 2014). No entanto, esses mesmos
pacientes DM1 e DM2 com gendtipo GG, CG foram associados com um significativo
decréscimo na concentragdo plasmatica dos receptores soluveis de AGEs (sRAGE)
em comparagao com o genétipo CC (GG: 1055 + 458 e CG: 983 £ 363 vs. CC: 1796
+ 987 ng/L, p<0.0001) (SKRHA et al., 2014). Elevadas concentracdes de sRAGE
podem indicar um fator de protecdo contra o estresse oxidativo promovido pelos
AGEs, uma vez que esses sdo removidos da circulagao pelos receptores soluveis
(TANHAUSEROVA et al., 2014).

A TABELA 4 apresenta as comparagdes das frequéncias genotipicas e

alélicas para o polimorfismo rs1056534 em outras populagdes.
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TABELA 4 - FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS DO POLIMORFISMO rs1056534 DO
GENE FN3K COM DADOS DA LITERATURA

FN3K Genoétipo AT
GRUPO ETNICO S e [T EE e
Euro-brasileiros DM1 149 43,6 39,6 16,8 36,6
(Presente estudo) Controle 168 37,5 45,8 16,7 39,6
Africanos DM2 210 414 486 100 343
Z‘:}Ej;iﬁ”:; ot Controle 125 568 352 80 256
Hungaro DM2 859 41,0 54,0 5,0 33,0
(MOHAS et al., 2010) Controle 265 43,0 51,0 6,0 30,5
Caucasianos DMA1 129 44.0 41,0 15,0 36,0
Praga (SKRHA et al., 2014) DM2 340 440 43,0 13,0 34,0
Controle 126 41,0 39,0 20,0 40,0
Caucasianos
(Moravia do Sul) DM2 314 ) ) ) 41,0
(TANHAUSEROVA et al.,
2014)
Italianos DM1 35 31,4 60,0 8,6 38,6
(MOSCA et al., 2011) DM2 35 31,4 54,3) 14,3 41,4
Controles 33 39,4 51 .5 9.1 34,8

Destacadas em negrito as frequéncias para o alelo menos frequente (C) que séo diferentes do
Intervalo de Confianga (95%) obtido para este estudo; DM1: Diabetes mellitus tipo 1; DM2: Diabetes
mellitus tipo 2; -: dados n&o disponiveis.

FONTE: O autor, 2017.

A frequéncia do alelo raro “C” para o grupo CRTL (39,6%; 95IC, 34-45%)
observada neste estudo é similar & descrita para por Skrha e colaboradores (2014)
para caucasianos e, também ¢é similar a frequéncia descrita por Mosca e
colaboradores (2011) para populacao italiana. Para individuos com DM1, a
frequéncia do alelo raro “C” (36,6% 95IC, 31-42%) também foi similar a frequéncia
descrita por Skrha e colaboradores (2014) para caucasianos com DM1 e DM2
(36,0% e 34,0% respectivamente), italianos com DM1 e DM2 (38,6% e 41,4%
respectivamente) (MOSCA et al 2011), bem como para pacientes africanos
subsaarianos com DM2 (34,3%) (CIKOMOLA et al., 2016) e para pacientes
hungaros com DM2 (33%) (MOHAS et al., 2010).

Na busca de associagdo dos genotipos com as concentragdes séricas de

biomarcadores, através das analises de variancia (ANOVA), apenas a glicemia
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apresentou uma associagao significativa com o genoétipo CC. Para o grupo controle,
os portadores do genétipo CC (menos frequente) comparados aqueles com gendtipo
GG, apresentaram uma redug¢ao na glicemia em cerca de 7% (86,7 mg/dL vs 93,3
mg/dL). Ja no grupo DM1, esta associagao nao foi observada, provavelmente pela
ampla variagdo observada, uma vez que estes pacientes utilizam insulina para o

tratamento da doenga, aumentando a dispersao dos resultados (FIGURA 11).

FIGURA 11 — ASSOCIACAO DOS GENOTIPOS rs1056534 FN3K COM A GLICEMIA

400" =@ Controle - D M1

300

— ANOVA (P) = 0,725

2001

mg/dL

G licose,
L

ANOVA (P) = 0,038

Genodtipos rs105634 do gene FN3K

Os quadrados vermelhos e os circulos pretos representam as médias do grupo DM1 e grupo controle,
respectivamente. As barras verticais representam 1-desvio padréo; Valores de P (teste t-Student) e
analise de variancia (ANOVA); Valores de P significativos destacados em negrito.

FONTE: O autor, 2017

O polimorfismo rs105634 tem sido associado com a concentracdo de Hb1Ac,
mas nao com valores de glicemia. Mohas e colaboradores (2010) constataram que
pacientes DM2 com gendtipo CC apresentaram valores de glicose menores em
relacdo aos gendtipos GC e GG, mas para o grupo controle, a mesma analise nao
foi realizada devido a nao determinagao da Hb1Ac. No presente estudo, ndo houve
associagdo da Hb1Ac com os genotipos para os grupos DM1 e controle. Mais
estudos serdo necessarios para explicar a redugdo da glicemia em pacientes
portadores da homozigose CC.
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5.3.2. Polimorfismo rs7072268 do gene HK1

A TABELA 5, mostra os resultados das genotipagens do polimorfismo

rs7072268 do gene HK1 para os grupos controle e DM1.

TABELA 5 - FREQUENCIAS GENOTIPICA E ALELICA DO POLIMORFISMO rs7072268 DO GENE
HK1 NA AMOSTRA EM ESTUDO

CONTROLE DM1

POLIMORFISMO GENOTIPOS N=168 N=149 P
rs7072268 C/IC 34 (20,2%) 37 (24,8%)
C>T C/IT 95 (56,6%) 81 (54,4%) 0,602
HK1 T/T 39 (23,2%) 31 (20,8%)
H-W - 0,087 0,277 -
Frequéncia do Alelo T-alelo 51,5% 48,0% 0.379
[95% IC] [95% CI] [46-57] [42-54]
Dominante *CCvs. CTHTT 34/134 37/112 0,328
: **TT vs.
Recessivo CC+CT 39/129 31/118 0,606

Gendtipos descritos em n (%); 95% IC: Intervalo de confianga de 95%; P: probabilidade, teste de
y?’Chi-quadrado. H-W: Equilibrio de Hardy-Weinberg (teste de y2). SNP rs7072268; * modelo
dominante; ** modelo recessivo

FONTE: O autor, 2017.

Os grupos nao apresentaram diferenga estatistica significativa na distribuicéo
genotipica (P=0,602) ou alélica (P=0,379) (TABELA 5). Dessa forma, o polimorfismo
rs7072268 do gene HK1 nao foi associado ao DM1 na amostra em estudo. Do
mesmo modo, ndo foi encontrada nenhuma associagcdo adicional com outros
marcadores do controle glicémico.

A frequéncia do alelo raro “T” para o rs7072268 foi 48,0% (IC95%, 46-57%)
para o grupo controle. Esta frequéncia é similar a encontrada na literatura para
europeus (50%) (BONNEFOND et al.,, 2009) e, distinta comparada a asiaticos
(TABELA 6). Para o grupo DM1, a frequéncia do alelo raro “T” (51,5%) também é
similar quando comparada com europeus (BONNEFOND et al., 2009), mas inferior

em relagdo aos individuos de origem asiatica (CHEN et al., 2013).
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TABELA 6 - FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS DO POLIMORFISMO rs7072268 DO
GENE HK1 COM DADOS DA LITERATURA

HKA1 GENOTIPO(%) Alelo-t
GRUPOETNICO 1072208 N cc  cT  TT (%)
Euro-brasileiros DM1 149 24.8 54 4 20,8 51,5
(Presente estudo) Controle 168 19,6 57,1 23,3 48,0
Dinamarqueses DM2 3389 27,7 497 22,6
(GJESING, et al., Controle 5604 27,6 49,2 23,2 -
2011) Tolerantes a glicose 4449 28,0 49,0 23,0
Europeu DM2 7447 24,0 50,0 26,0 51,0
(BONNEFOND, et al., Controle 5380 25,0 50,0 25,0 50,0
2009) Franceses DESIR 4590 - - - 49,0
Suigos adultos obesos 2101 - - - 54,0
Haguenau
Criancas francesas 1455 - - - 52,0
obesas 1411 - - - 49,0
Franceses
Adultos obesos 3850 - - - 51,0
Asiaticos - nao Chineses 8858 - - - 76,0
diabéticos Malaios 3280 - - = 71,0
(CHEN, et al., 2013) indios asiaticos 3400 - - - 43,0

Destacadas em negrito as frequéncias para o alelo menos frequente (C) que séo diferentes do
Intervalo de Confianga (95%); DM1: Diabetes mellitus tipo 1; DM2: Diabetes mellitus tipo 2; D.E.S.I.R Insulin
Resistance Syndrome; -: dados néo disponiveis

FONTE: O autor, 2017.

Um estudo realizado com mais de 14.000 mulheres americanas, né&o
diabéticas, evidenciou a associagado entre maior concentracdo de HbA1c com o alelo
T do polimorfismo rs7072268 nesta populagcdo (PARE et al., 2008).

autores, a hipétese que pode sustentar este achado, seria a que este SNP afeta a

Segundo os

concentragdo ou a atividade da hexoquinase nos eritrocitos. Alternativamente, a
variagao genética pode modular o metabolismo sistémico da glicose, propondo
assim que este resultado reflita uma predisposicdo ao desenvolvimento do DM.
Gjesing e colaboradores (2011) avaliaram, em um grupo de dinamarqueses
nao diabéticos, o impacto da presenca do alelo T na HK1 sobre algumas variaveis
metabdlicas. Os resultados mostraram que o alelo T esta associado com o0 aumento

da HbA1c, bem como, com o aumento do colesterol total. Esta associagao entre o
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alelo T e aumento de HbA1c também foi detectada em outro estudo realizado com
europeus nao-diabéticos (BONNEFOND et al., 2009).

Neste estudo de Bonnefond e colaboradores (2009), foi proposto que HK1
rs7072268 seria responsavel pela promog¢do de um quadro anémico, uma vez que
esta associado a concentracdo baixa de hemoglobina. Assim, a condigdo anémica
promovida por HK1 rs7072268 ou o efeito que HK1 rs7072268 exerce sobre o
metabolismo da glicose nas hemacias, pode influenciar na concentragédo de HbA1c.
Esses achados podem ter implicagdes para o diagndstico de DM2 e o manejo clinico
do paciente, pois a anemia € uma complicagdo frequente do estado do Diabetes
(BONNEFOND et al., 2009).
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6 CONCLUSOES

As frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo rs1056534 associado
ao gene FN3K e do rs7072268 associado ao gene HK71 nao diferiram
significativamente (P<0,05) entre o grupo de individuos com DM1 e o grupo controle.
Portanto, esses polimorfismos nao foram associados como fatores de risco ou
protecdo para o Diabetes mellitus do tipo 1 na amostra de criangas e adolescentes
do sul do Brasil, que participaram desse estudo. Estes resultados nao sao
discrepantes quando comparados com outras populagdes caucasoides e europeias.
Além disso, na andlise de associagao dos parametros bioquimicos com os genétipos
de ambos os grupos, somente no grupo controle, os portadores do gendtipo CC
(menos frequente) da FN3K comparados aquele com genétipos GC, apresentaram
uma reducao estatistica significativa na glicemia em cerca de 7% (86,7 mg/dL vs
93,3 mg/Dl). Diante dos resultados apresentados e da analise comparativa feita
frente a literatura cientifica, os polimorfismos associados aos genes FN3K e HK1
nao estdo associados diretamente com o diagndstico do DM1. No entanto, mais
estudos sdo necessarios para compreender a relacdo desses polimorfismos com o

desenvolvimento do DM.
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die dominio des mesmes. Os procedimentos benicos gue serlio empregades estlo bem astabelecidos na
literabura & ndo ha relalos de riscos bem como dand a0 meio ambiente. Ha descriglo de que o8 materiais
ulilizados no projelo sardo armazenados, lavados elou descarados seguinds &8 normas vigenies de
bissseguranga & prolecio &0 meio ambiente. O projelo apresenta beneficios que permitirko & avakagdo da
utilizagdo de biomarcadores que ndo esifo contemplados na roling laboratorial, permitinde novas
perspactivas de acuracia no diagndstions, monitoramento @ conhecimento dag carscterisieas 4o diabales no
Brasil, beneficiando os aletados pela patologla, os profissionais de sadde envolvides no processo de
irataments & o sisbema plblco de sahds.

Comentirios & Consideragbes sobre a Pesguisa:

A pesguisa apresenta cunho relevante haja visio que o diabetes & uma patolegia que afets B% da populagio
& principalments o conbrole glictmicn & dificl pincpalments em criancas & adolescentes. A agseriva de que
& necessino estudar e avaliar mdliplos & diferenles mancadoressm conjunio para & exragho de elemenios
representativos que possam ser utilizados como biomarcadores de risco e ou protegdo associados ao
diabeles &0 o ponls central desta pesquisa. Porlanio.novos biomarcadores proleicos e gendmicos,
assoclades a marcadores classicos do diabeles comeo glicemia de jejum, glicemia pos-prandial, 1,5
anidrogluciial {1.545), alburina glicada (83), nsuling e hemoglobing ghcada, 80 elementos cenlrais nessa
pesuisa.

Conmsideragies sobre os Termos de apresentacio obrigatdria:

O3 termos exigidos por este CEF foram anexados. anexada & declaragao final modelo COMER, onde o
Coparlicipante declara ter lido & concordar com o Parecer desle CEPISD, lembrando gue & ResolugSao em
vigor & a 488/2012/CHSE, em subsSiuicio a 196/88/CHE.

Recomendagdes:
Solicitamos que sejam apresentados a este CEP, relaldrios semesirais sobre o andamenio da pesquisa,
bem como informagdes relativas 4s modificagies do prolocolo, cancelamento,

Enderefs: Rua Pade Camargo, 280
Bainna: 2 andair CEP: BO.OS0MO
UF: P& Municipio: CURITIRA

Telehene:  [413380-7253 Esmail: comadiog. saadof ulpe br
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO
PARANA - SETOR DE W
CIENCIAS DA SAUDE/ SCS -

Connuscie do Parsosr: B55.4TT

encerramento & desting dos conhecimenlos oblides, através da Platalorma Brasil - no modo:
NOTIFICAGAD.

Conclusdes ou Pendéncias & Lista de Inadequagdes:

E obrigabteio retirar na secretaria do CEP/SD uma copia do Termo de Consantiments Livre & Esclarecido
com canmbo onde constard dala de aprovacBo por este CERPISD, sendo este modelo reproduzida para
aplicar junmo a0 participante da pesquisa.

0 TCLE deverd conter dugs vias, uma ficard com o pesquisador @ uma copea ficard com o panicipante da
pesquisa (Carta Circular n®. 0037201 1COMERICHS)

Situacko do Parecer:

Agrovada

Mecessita Apreciacio da COMEP:

MEo

Consideragdes Finais a critério do CEP:

O TCLE devera conter duas vias, uma ficard com o pesquisador & uma chpea ficard com o panlicipante da

pesquisa, tanlo o participante come o pesquisader deverdo rubricar todas as paginas do TCLE, oponda
assinaburas na diima pagina do relerido Termo (Carta Circular n®. 00372011 COMERICHNS).

CURITIBA, 21 de Maio de 2014

Assinade por:
ID& CRISTINA GUEBERT
[Coordenadar)
Endersgs: Fua Pade Camargo, 250
Bairre: 2* andar CEP: BOO&0-240

UF: PR Municiplo: CURITEEA
Telalfone: (41)3360-7253 Esmail: ocometos sadafiulpr.br
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ANEXO 2 — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) DE
DIABETICOS A CIMA DE 12 ANOS.

TERMO DE ASSENTIMENTO INFORMADO LIVRE E ESCLARECIDO

Adolescentes maiores de 12 anos e menores de 18 anos

Titulo do Projeto: AVALIAGAO DE BIOMARCADORES LABORATORIAIS E
MOLECULARES EM CRIANGAS E ADOLESCENTES SAUDAVEIS E
PORTADORAS DE DIABETES MELLITUS

Responsavel: Fabiane Gomes de Moraes Rego (orientador)

'
)

174

Local da Pesquisa: Laboratorio de Bioquimica Clinica da Universidade
Federal do Parana.

653 432

nadatade__ 24 | ©35/ 20l

Enderego: Rua Prefeito Lothario Meissner, 632 —~ Campus Jardim Botanico,
Curitiba - PR

O que significa assentimento?

provaau pelo Comité de Etica em Pesquisa
em Seres Humanos do Sator de Cidncias da

Saude/UFPR.
arocer CEP/SD-PB.n®

O assentimento significa que vocé concorda em fazer parte de um grupo de
adolescentes, da sua faixa de idade (entre 12 e 18 anos), para participar de ™ ———
uma pesquisa. Serdo respeitados seus direitos e vocé recebera todas as
informagdes por mais simples que possam parecer.

A

P

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

Informacéao ao Paciente:

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

Caso vocé participe da pesquisa, os dados pessoais biométricos (como idade,
peso, altura) serdo necessarios. Além disso, sera necessario coletar uma
amostra do sangue sua.

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

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

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

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

Rubricas:
Sujeito da Pesquisa e fou responsdvel legal

Pesquisador Respensdvel ou quem aplicou o
TCLE




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

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

Sua amostra de sangue serd armazenada por até 10 anos, mas podera ser
descartada devido a inadequagdo da amostra por critérios de qualidade. Neste
caso, a amostra sera colocada em recipientes apropriados e sera descartada
seguindo normas bem definidas, sem causar riscos a salde de ninguém,
tampouco ac meic ambiente.

" Asua participagéo neste estudo € voluntaria e se vocé néo quiser mais fazer
parte da pesquisa poderd desistir a qualquer momento e solicitar que lhe
devolvam o termo de consentimento livre e esclarecido assinado.

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

As despesas necessarias para a realizagdo da pesquisa (exames laboratoriais)
ndo s&o de sua responsabilidade e pela sua participagdo no estudo vocé nio
recebera qualquer valor em dinheiro. Vocé tera a garantia de que problemas
como: hematomas e dor no local da pungfo para coleta do sangue decorrentes
do estudo serdo tratados pela prépria equipe de pesquisadores

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

Rubricas:
Sujelto da Pesqulsa e fou responsavel legal

Pesquisador Responsdvel ou quem aplicou o
TCLE
Contato para duvidas

Se vocé ou os responsdveis por vocé tiver(em) duvidas com relagdo ao estudo,

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

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

pesquisadores responsaveis por este estudo sdo: Fabiane Gomes de Moraes

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

Borsato Hauser (alinehauser@uifpr.br);farmacéuticos, poderao ser contatados
Aprovado pelo Comitd do Etica am Pesquisa

em Seres Humanos do Setor de Gién
Saide/UFPR, ek

Parecer CEP/SD-PB.ne QSS “HYY
nadatade 21 /oS fag Ly \;
!




de segunda a sexta-feira, das 14 as 18h, no Laboratorio de Bioquimica Clinica
da Universidade Federal do Parang, sito @ Rua Prefeito Lothario Meissner, 632
_ Jardim Botanico, Curitiba — PR, ou pelo telefone (41) 3360-4068, para
esclarecer eventuais dividas que vocé possa ter e fornecer-lhe as informagées
que queira, antes, durante ou depois de encerrado o estudo.

Se vocé tiver duvidas sobre seus direitos como um paciente de pesquisa, vocé
pode contatar o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CéP) do
Setor de Ciéncias da Salde da Universidade Federal do Parana, pelo telefone
3350-7251. O CEP & constituido por um grupo de profissionais de diversas
areas, com conhecimentos cientificos e néo cientificos que realizam a reviséo
ética inicial e continuada da pesquisa para manté-lo seguro e proteger seus
direitos.

DECLARACAQ DE ASSENTIMENTO DO PACIENTE:

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

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

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

NOME DO ADOLESCENTE ASSINATURA DATA

NOME DO INVESTIGADOR ASSINATURA DATA

Comité de ética em Pesquisa do Setor de Ciéncias da Saade da FUFPR
Rua Pe. Camargo, 280 — 2° andar — Alto da Gléria - Curitiba-PR ~CEP:8§0060-240
Tel (41)3360-7259 - e-mail: cometica.saude@ufpr.br

em Seres Humanos do Sator de Cidncias ¢a
Satde/UFPR. e |
parecer CEP/SD-PB.ne_£55 L2 F

nadatade_| J 035 JOCIy

Aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa‘
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ANEXO 3 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(TCLE) PARA ASSINATURA DOS PAIS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

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

a)

b)

c)

d)

e)

g

h)

O chjetivo desta pesquisa é estudar os aspectos gensticos envolvides com o diabetes para
uma melhor compreensdo desta doenga. Pesqguisas como esta podem ajudar no
desenvalvimento de novas metodologias de diagnéstico e tratzmento.

Caso vocé autorize a participagéo de seu filho na pesquisa, os dados pessoais biométricos
(como idade, peso, altura) seréo necessarios. Além disso, sera necessario coletar uma amostra
do sangue dele.

O sangue do seu filho serd coletado durante a consulta de rotina do irmao (diabético tipo 1)
pela equipe de coletadores do Servigo de Endocrinologia Pedigtrica e Adolescéncia do Hospital
de Clinicas da Universidade Federal do Parand, com a necessidade de coleta especifica para a
pesquisa.

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

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

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

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

A amostra de sangue de seu filho menor de idade sera armazenada por até 10 ancs, mas
poderd ser descartada devido & inadequagao da amostra por critérios de qualidads. Neste
caso, a amostra serd colocada em recipientes apropriados e sera descartada seguindo normas
bem definidas, sem causar risces a satide de ninguém, tampouco ao meio ambiente.

Rubricas:

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

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

78



)

m)

Os pesquisadores responsaveis por este estudo: Fabiane
(rego@ufpr.br), Geraldo Picheth (geraldopicheth@ufpr.br)
(snesifranca@hotmail.com); os farmacéuticos podero ser
sexta-feira, das 14 as 18 h, no Laboratério de Bioquimic
Federal do Parand, sito & Rua Prefeito Lothario Meissner, 632 - Jardim Botanico
Curitiba ~ PR, ou pelo telefone (41) 3360-4068, e a médica podera ser contatads oo
segunda a sexta-feira, das 14 as 18 h, no consultério Endocrinclogia Pediatrica e
Adolescente na rua Bruno Filgueira 2495 — Centro, Curitiba — PR, ou pelo telefone (41)
3339-0370, para esclarecer eventuais dividas que vocé possa ter e fornecer-lhe as
informagGes que queira, antes, durante ou depois de encerrado o estudo.

Gomes de Moraes Rego
e Dr Suzana Nesj Franga
contatados de segunda a
a Clinica da Universidade

A participagio do seu filho neste estudo & voluntaria e se vocé nio quiser mais que ele

faga parte da pesquisa podera desistir a qualquer momento e solicitar que lhe devolvam
o termo de consentimento livre e esclarecido assinado.

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

publicagéo, isto sera feito através de cadigos, para que a identidade dele seja preservada
e seja mantida a confidencialidade.

As despesas necessdrias para a realizago da pesquisa (exames laboratoriais) nio sao
de sua responsabilidade e pela participagiio do seu filho no estudo ele nio recebers
qualquer valor em dinheiro. Ele tera a garantia de que problemas como: hematomas &

dor no local da pungao para coleta do sangue decorrentes do estudo serfo iratados pela
préprio equipe de pesquisadores.

Quando os resultados forem publicados, nio aparecerd o nome dele, e sim um codigo.

Eu, li esse termo de

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

Eu concordo voluntariamente na participagdo do meu filho neste estudo, e autorizo a
coleta, 0 armazenamento e guarda do sangue dele para futuras pesquisas, sabendo que
a cada nova pesquisa, serei contatado(a) para consentir ou nio o novo uso da amostra
do meu filho, o qual serd formalizado através de um TCLE especifico.

(Assinatura do sujeito de pesquisa ou responsavel legal)

Local e data

Assinatura do Pesquisador

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

PACIENTES
COLETA DE DADOS
P aciente n® Registro HC:
1. Mome;
2. Data de nascimento:
3. Paciente { ) Parente( )Parentesco:
4. SexoMasculino [ ) Feminino [ )
5. Pubere( ) PréPlbere( ) Tanner
8. CAD no diagndstico Sim ( ) N&o ( )
7. CAD no ultimo ano Sim () Nao( )
B. Consanguinidade Sim ( ) Nao { )
9. ldade de diagnostico (meses ou anos)
10. Tempo de diabetes (meses)
11. Peso (kg)
12. Peso (DP)
13. Estatura (cm)
14. Estatura (DP)
156, IMC (kg/m2)
16, IMC (DP)
17. Tipo de insulina: Andlogo Sim () Nao | )
18, Necessidade de insulina (Wkg/dia) ;
19, Tempo de tratamento com insulina:
[ JNao tratado cominsulina, () tratado com até & meses depois diagnastico, (
meses depois do diagnostico
20. Comorbidades : ( ) Doenca tireoideana, { ) Doenga celiaca, Outros () Qual
21, Histaria familiar de Diabetes Sim{ ), (...)pais ou { )avos, Nao( )
22. Historia familiar de doenga cardiovascular Sim () Nao ()
23, Tipo de Pele Fitzpatrick &1 ( ) N&NI( ) IVEV ( )
24, Etnia; ( )Euro-brasileira, (....) Afro-brasileiro, () Oriental, { ) Outro
25, Media indice UV nos ditimos 35 dias
26, Uso de fotoproteco
27. Uso de suplemento vitaminico Sim () N&o ( ) Qual?

) tratado mais de &
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ANEXO 5 — EXEMPLO DE DETECCAO DE POLIMORFISMOS POR PCR EM
TEMPO REAL (rs1056534 do gene FN3K)

Grafico de discriminagdo alélica (rs1056534)
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Grafico de discriminagdo alélica SNP rs1056534. Em vermelho estdo amostras homozigotas
(gendtipo C/C); em verde, amostras heterozigotas (genétipo C/G) e em azul, amostras homozigotas
(gendtipo G/G), em preto controle negativo.
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ANEXO 6 — EXEMPLO DE DETECCAO DE POLIMORFISMOS POR PCR EM
TEMPO REAL (rs7072268 do gene HK1)
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Grafico de descriminagio alélica rs7072268
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Grafico de discriminagdo alélica SNP rs7072268. Em vermelho estdo amostras homozigotas
(gendtipo CC); em verde, amostras heterozigotas (gendtipo CT), e em azul, amostras homozigotas

(gendtipo TT), em preto controle negativo.



