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RESUMO

O Diabetes mellitus tipo 1 (DM1) é uma condigéo crbnica autoimune que causa
elevada concentragao plasmatica de glicose. Isso ocorre devido a produgao
inadequada de insulina pelas células B-pancreaticas. Esta doenca € influenciada
por diversos fatores genéticos e ambientais, e através de um processo
autoimune, resulta na destruigdo das células B-pancreaticas. Proteinas tirosina
fosfatases desempenham papéis cruciais no metabolismo e podem atuar como
reguladoras da homeostase do figado, da ingestdo de alimentos ou da morte
celular pancreatica imuno mediada. Polimorfismos genéticos especificos nos
genes que codificam as proteinas tirosina fosfatases estdo associados a risco
alterado de DM1. O objetivo deste estudo foi avaliar a relagédo entre os
parametros bioquimicos e os dados antropométricos com os polimorfismos
rs1893217 e rs6679677 dos genes PTPN2 e PTPN22, respectivamente, bem
como avaliar se a presenga desses polimorfismos confere predisposicéo, ou
protegdo, ao DM1. Este estudo tem aprovacéo do Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) da Universidade Federal do Parana (CAAE 01038112.0.0000.0102 e
CAAE 24676613.6.0000.0102) e a amostra do estudo consistiu em 131 DM1 de
inicio na fase adulta (diagnéstico de DM1 apds os 18 anos de idade), 154 DM1
de inicio na fase da infancia (diagndstico de DM1 antes dos 14 anos) 147 adultos
saudaveis e 169 criangas saudaveis (controles) pareados por idade e género. A
genotipagem dos polimorfismos rs1893217 e rs6679677 foi realizada utilizando
sondas fluorescentes TagMan®. As frequéncias de ambos os polimorfismos
estdo dentro do equilibrio de Hardy-Weinberg. O alelo G de menor frequéncia
(95%IC) para o polimorfismo rs1893217 do gene PTPNZ2 para os grupos DM1
adulto, controle adulto, DM1 infancia e controle criangas foram respectivamente
13,7% (10-18%), 13,6% (10-18%), P = 0,963, 16,9% (13-21%), e 12,7% (9-16%),
P =0,163. Para o polimorfismo rs6679677 do gene PTPN22 o alelo A apresentou
as frequéncias de 13,3% (10-17%) e 13,9% (10-18%), P=0,826 respectivamente
para os grupos DM1 adulto, controle adulto. Houve diferenca estatisticamente
significativa nas frequéncias genotipicas (P = 0,018), alélicas (P = 0,027) e para
o modelo recessivo (P = 0,006) entre os grupos controle e DM1 na populacao
infanto-juvenil. Esses dados evidenciam que o polimorfismo rs6679677 do gene
PTPN22 esta associado ao risco ao DM1 de inicio na infancia. Portadores do
alelo A tem risco 1,59 vezes maior de desenvolver DM1 com razdo de chance
(OR =1,59; IC 95% 1,05-2,41), quando comparado aos portadores do alelo C.
Contudo, ndo houve associacao deste polimorfismo ao risco para DM1 de inicio
na fase adulta (P = 0,455). O polimorfismo rs1893217 nao foi associado ao DM1
de inicio na infancia (P = 0,337) e na fase adulta (P = 0,963). As frequéncias dos
alelos menos frequentes dos polimorfismos rs1893217 e rs6679677 foram
similares nos grupos controle e DM1 descrita para algumas populag¢des
Europeias. Nao houve correlagbes entre os polimorfismos estudados com
parametros bioquimicos e antropométricos nos grupos em estudo.

Palavras-chave: Diabetes mellitus tipo 1; rs1893217; rs6679677; PTPNZ,
PTN22.



ABSTRACT

Type 1 Diabetes mellitus (T1DM) is a chronic autoimmune condition that leads to
high plasma glucose levels. This occurs due to insufficient insulin production by
pancreatic B-cells. The disease is influenced by various genetic and
environmental factors and, through an autoimmune process, results in the
destruction of B-pancreatic cells. Tyrosine phosphatase proteins play crucial roles
in metabolism and can act as regulators of liver homeostasis, food intake, or
immune-mediated pancreatic cell death. Specific genetic polymorphisms in
tyrosine phosphatase protein-encoding genes are associated with altered T1DM
risk. The aim of this study was to assess the relationship between biochemical
parameters and anthropometric data with the rs1893217 and rs6679677
polymorphisms in the PTPN2 and PTPN22 genes, respectively, as well as to
evaluate whether the presence of these polymorphisms confers predisposition or
protection against T1IDM. This study was approved by the Research Ethics
Committee (CEP) of the Federal University of Parana (CAAE
01038112.0.0000.0102 and CAAE 24676613.6.0000.0102), and the study
sample consisted of 131 T1DM cases with adult onset (diagnosis after 18 years
of age), 154 T1DM cases with childhood onset (diagnosis before 14 years of age),
147 healthy adults, and 169 healthy children (controls) matched for age and
gender. Genotyping of the rs1893217 and rs6679677 polymorphisms was
performed using TagMan® fluorescent probes. The frequencies of both
polymorphisms are in Hardy-Weinberg equilibrium. The lower-frequency G allele
(95% CI) for the rs1893217 polymorphism of the PTPN2 gene in the adult T1DM,
adult control, childhood T1DM, and childhood control groups were, respectively,
13.7% (10-18%), 13.6% (10-18%), P = 0.963, 16.9% (13-21%), and 12.7% (9-
16%), P = 0.163. For the rs6679677 polymorphism of the PTPN22 gene, the A
allele had frequencies of 13.3% (10-17%) and 13.9% (10-18%), P = 0.826,
respectively, in the adult T1DM and adult control groups. There was a statistically
significant difference in genotypic frequencies (P = 0.018), allelic frequencies (P
= 0.027), and for the recessive model (P = 0.006) between the control and T1DM
groups in the pediatric population. These data indicate that the rs6679677
polymorphism of the PTPN22 gene is associated with an increased risk of
childhood-onset T1DM. Carriers of the A allele have a 1.59-fold higher risk of
developing T1DM with an odds ratio (OR) of 1.59 (95% CI 1.05-2.41) when
compared to C allele carriers. However, there was no association of this
polymorphism with the risk of adult-onset TIDM (P = 0.455). The rs1893217
polymorphism was not associated with childhood-onset (P = 0.337) or adult-onset
T1DM (P = 0.963). The frequencies of the less common alleles for the rs1893217
and rs6679677 polymorphisms were similar in the control and T1DM groups, as
reported for some European populations. There were no correlations between
the studied polymorphisms and biochemical or anthropometric parameters in the
study groups.

Key-words: Type 1 Diabetes mellitus; polymorphisms; PTPN2; PTPN22.
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1 INTRODUGAO

Dentre as doengas crdonicas mais comuns na sociedade atual, o Diabetes
mellitus (DM), cujo sintoma caracteristico € a hiperglicemia, afeta cerca de 583
milhdes de pessoas no mundo (IDF Diabetes Atlas, 2021). Somente no Brasil,
em 2021, existiam cerca de 17 milhdes de pessoas com a condicado metabdlica
(IDF Diabetes Atlas, 2021).

O DM é uma doencga com etiopatologias diversas, variando desde uma
disfuncdo autoimune até a resisténcia perante a acdo do horménio insulina.
Nesse contexto, o DM que afeta diretamente a utilizagcado de carboidratos como
fonte de energia, implicando também em alteracées no metabolismo de lipidios
e proteinas (GABBAY; RODACKI; CALLIARI; VIANNA et al., 2020). Assim, o DM
€ definido como um grupo heterogéneo de disturbios metabdlicos, que implicam
na alteracdo da homeostase de diversas fungées do organismo (DAGOGO-
JACK, 2004; GUTHRIE; GUTHRIE, 2004).

O Diabetes mellitus tipo 1A (DM1), doenga em foco no presente estudo,
caracteriza-se pela presenca de autoanticorpos nos portadores da condicao,
sendo essa, portanto, uma doenga de cunho autoimune. Esta doenga pode afetar
pessoas de qualquer idade, geralmente se desenvolve em criangas ou adultos
jovens (DUE-CHRISTENSEN; BRUUN; JOENSEN; NORGAARD et al., 2023).

Ha muito tempo se pensava que o DM1 era causado por deficiéncia
tolerancia ao antigeno devido a disfuncéao timica, pois este é o caso de varias
outras doencgas autoimunes como Miastenia Graves, Addison e imunodeficiéncia
combinada grave. No entanto, estudos recentes mostram que individuos
saudaveis também tém células T CD8" que sao especificas para proteinas de
células p (REDONDO; MORGAN, 2023). Portanto, o mecanismo de
desenvolvimento da doenga permanece indefinido. Existem muitas diferencas
genéticas e fisiopatoldgicas entre os pacientes com Diabetes mellitus tipo 1.

Mais recentemente, tem-se aceitado mais amplamente a hipétese de que
existam diferentes etiopatogénese que causam heterogeneidade (REDONDO;
MORGAN, 2023) na doenga, aumentando a complexidade e desafio de entender

o DM1 e traduzir esse entendimento em estratégias de intervengao.



Além das diferengas na taxa de progressao da doenga e imunopatologia
associada a idade, existem diferengas entre pacientes em uma determinada
idade relacionada. Por exemplo, a fatores background genético, como HLA-DR3
e/ou HLA-DR4 (Human leukocyte antigens; HLA) presenga ou auséncia de
variantes “protetoras” do gene da insulina, PTPNZ22 (Protein tyrosine
phosphatasis nonreceptor-type 22 - PTPN22), etnia e ancestralidade
(REDONDO; GEYER; STECK; SHARP; WENTWORTH; WEEDON; ANTINOZZI;
SOSENKO; ATKINSON; PUGLIESE; ORAM, 2018).

A conducgao do diagnostico do Diabetes mellitus é inicialmente pautado
em sinais e sintomas da doenca, seguido da realizagado de exames laboratoriais.
Como os polimorfismos de nucleotideo unico (Single Nucleotide Polymorphism -
SNP) sdo a forma mais comum de variagdes no genoma, sendo assim, podem
auxiliar na identificacdo de biomarcadores informativos. A possibilidade de
reconhecer diferentes formas de heranga, de um gene ou segmentos do
genoma, € uma ferramenta particularmente importante na pesquisa e pratica
clinica (ALTSHULER; DALY; LANDER, 2008).

Dentro de um contexto genémico do DM, pauta-se que as proteinas
tirosina fosfatases (Protein Tyrosine Phosphatases - PTPs) sdo uma grande
familia de enzimas, que geralmente se opdéem as agdes das proteinas tirosina
quinases (Protein Tyrosine Kinases - PTKs). Logo, sabe-se que polimorfismos
genéticos especificos nos genes que codificam as PTPs estdo associados ao
risco alterado para o DM1 e DM2. Além disso, é sugerido que as PTPs
desempenham papéis cruciais no metabolismo. Elas podem atuar como
reguladoras da homeostase do figado, da ingestdo de alimentos ou da morte
celular pancreatica imunomediada. O entendimento das vias reguladas pelas
PTPs fornecera novas estratégias terapéuticas para o tratamento do diabetes
(GURZOV; STANLEY; BRODNICKI; THOMAS, 2015).

Nessa conjuntura, o objetivo do presente estudo é avaliar a influéncia dos
polimorfismos rs1893217 do gene PTPN2 (Protein tyrosine phosphatasis
nonreceptor-type 2 - PTPN2) e rs6679677 do gene PTPN22 no Diabetes mellitus
tipo 1 de inicio na infancia e fase adulta, em relagdo ao risco ou prote¢ao para o
DM1, bem como a influéncia da presenca desses SNPs em marcadores

bioquimicos e dados antropométricos.



1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar polimorfismos de nucleotideo unico nos genes PTPN2 e PTPN22,
da familia PTPN, em criangas e adultos com e sem Diabetes mellitus tipo 1, bem
como a influéncia dessas variagbes genéticas em parametros bioquimicos e

antropomeétricos.

1.1.2 Objetivos especificos

= Determinar frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo rs1893217
no gene PTPN2, em criangcas e adultos euro-brasileiros com e sem
Diabetes mellitus tipo 1;

= Determinar frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo rs6679677
no gene PTPN22, em criangas e adultos euro-brasileiros com e sem
Diabetes mellitus tipo 1;

= Mensurar biomarcadores de controle glicémico, perfil lipidico e nutricional
em criangas e adultos euro-brasileiros com e sem Diabetes mellitus tipo
1;

= Avaliar possiveis associagdes entre os polimorfismos rs1893217 do gene
PTPNZ2 e rs6679677 do gene PTPN22 com os dados antropométricos e
biomarcadores bioquimicos, de criangas e adultos, euro-brasileiras com e

sem Diabetes mellitus tipo 1.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Diabetes mellitus

As doengas crbnicas nao transmissiveis (DCNTs), estdo no topo da lista
de principais causas de oObito e mazelas no mundo, sendo um dos maiores
desafios da saude publica do século XXI (KAUL; TARR; AHMAD; KOHNER et
al., 2012). Dentre as DCNTs, destaca-se o conjunto de desordens metabdlicas
de alta incidéncia, chamado de Diabetes mellitus.

O DM é uma doenca de multiplas causalidades, que afeta diretamente a
utilizacao da glicose, lipidios e proteinas como fonte de energia, decorrente da
falta absoluta ou relativa da secregao de insulina (CERIELLO; PRATTICHIZZO;
PHILLIP; HIRSCH et al., 2022; GABBAY; RODACKI; CALLIARI; VIANNA et al.,
2020). Em outra forma da doenga, o organismo apresenta resisténcia na
utilizagdo do horménio. Em ambos os casos, a glicemia encontra-se elevada.

Existem diferentes formas de DM, e cada uma delas requer um manejo
terapéutico personalizado. A correta classificacdo e diagnéstico do DM implica
no rastreamento e tratamento adequado dos portadores.

A Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD) recomenda a classificagéo
baseada na etiopatologia do diabetes (RODACKI M.; TELES M.; GABBAY M.;
MONTENEGRO R. et al., 2022). Portanto, as principais e mais frequentes formas
da doenga sao: o diabetes tipo 1 (DM1), que compreende os tipos A (DM1A) e B
(DM1B), o diabetes tipo 2 (DM2), o diabetes gestacional (DMG) e os outros tipos

de diabetes, que por sua vez sao menos incidentes na populagéo (ADA, 2023).

= Diabetes mellitus tipo 1 — DM1: E uma doenca autoimune em que ocorre
a destruigdo das células B pancreaticas produtoras de insulina (INSEL;
DUNNE; ATKINSON; CHIANG et al., 2015). Isso culmina a caréncia
hormonal, que leva a impossibilidade de metabolizar a glicose. De acordo
com a fisiopatologia da doencga, o DM1 pode se desenvolver em qualquer
faixa etaria, sendo mais frequentemente diagnosticada em criangas e
adolescentes (GILLESPIE, 2006).

= Diabetes mellitus tipo 2 — DM2: E a forma mais comum da doenga,

frequentemente associada ao estilo de vida. Devido a uma perda



progressiva nao autoimune da secreg¢ao adequada de insulina das células
B, frequentemente no contexto de resisténcia a insulina e sindrome
metabdlica (ADA, 2023). Essa condicdo esta frequentemente associada
a obesidade e ao envelhecimento. A instalagao é lenta, fato esse que

implica diretamente no diagndstico tardio da condicdo (TAYLOR, 2013).

» Diabetes mellitus gestacional — DMG: Manifestagdo do diabetes
diagnosticado no segundo ou terceiro trimestre de gravidez, em gestantes
gue nao possuiam o diagnostico claramente evidente antes da gestagéo
(ADA, 2023). O DMG é muitas vezes indicativo de disfungao subjacente
das células B (BUCHANAN; XIANG; KJOS; WATANABE, 2007), que
confere um risco acentuado de desenvolvimento posterior de diabetes,
geralmente — mas nem sempre — diabetes tipo 2, na mae apos o parto
(KIM; NEWTON; KNOPP, 2002; NOCTOR; CROWE; CARMODY;
SAUNDERS et al., 2016).

O diagndstico do DM €& baseado em alteragbes plasmaticas das
concentragdes de glicose, em diferentes situagcbes (prandiais e de jejum, ao
acaso e apos sobrecarga), e afericdes da hemoglobina glicada (HbA1c) (ARAKI;
TANAKA; INAGAKI; ITO et al., 2021). Na auséncia de hiperglicemia, os testes
deverao ser repetidos para confirmacao do resultado, a fim de verificar possiveis
interferentes pré e pds-analiticos.

Os critérios preconizados pelas instituicdes responsaveis, para o
diagnostico da condigao, estdo descritos no Quadro 1 abaixo (ADA, 2023;
RODACKI M.; TELES M.; GABBAY M.; MONTENEGRO R. et al., 2022).

QUADRO 1 — CRITERIOS DE DIAGNOSTICO DO Diabetes mellitus
Glicemia ao acaso 2200mg/dL (11,1mmol/L). Deve ser realizada em pacientes
com sintomas classicos ou em crise hiperglicémica;

e/ou




Glicemia 2 horas apés sobrecarga de 75g de glicose por via oral 2200mg/dL
(11,17mmol/L). O paciente ndo deve fazer alteragdes alimentares no periodo
que precede o exame®;

elou

Glicemia em jejum 2126mg/dL (7,0mmol/L). O jejum deve ocorrer num periodo
minimo de pelo menos 8 horas®;

e/ou

HbA1c 26,5% (48mmol/mol). O teste deve ser realizado pelo método
padronizado e certificado pelo National Glycohemoglobin Standardization
Program (NGSP) e nos padroes da Diabetes Control and Complications Trial
(DCCT)" 2.

Critérios estabelecidos para o diagndstico de Diabetes mellitus. 'Perante a auséncia de
hiperglicemia inequivoca, o diagndstico de diabetes com base nesses critérios deve ser
confirmado por repeticdo de testes laboratoriais. Os resultados devem ser confirmados com
repeticdo dos testes. 2Valores inferiores a 6,5% n&o excluem o diabetes diagnosticado por meio
de testes de glicose. O papel da HbA1c no diagndstico de DM1 em criangas néo é claro, tendo
em vista o principio do método analitico, bem como o a idade de diagndstico.

Fonte: Adaptado da Sociedade Americana de Diabetes (ADA, 2022), National Glycohemoglobin
Standardization Program (NGSP), Diabetes Control and Complications Trial (DCCT), Sociedade
Internacional de Diabetes Pediatrica e Adolescente (MAYER-DAVIS et al., 2018).

Existem fatores contra e a favor das metodologias de diagndstico
estabelecidas. A glicemia em jejum (=140mg/dL), por exemplo, € um teste com
grande especificidade, mas pouco sensivel para o diagnostico do DM (ARAKI;
TANAKA; INAGAKI; ITO et al., 2021; NKONGE; NKONGE; NKONGE, 2020).
Quase a totalidade dos individuos que apresentam glicemia em jejum
2140mg/dL, também apresentam glicemia 2 horas apds sobrecarga de 75g de
glicose na faixa de 2200mg/dL. A glicemia 2 horas apds sobrecarga, sendo esse
o teste de tolerancia a glicose (TOTG), € um método mais preciso. Entretanto,
esse exame também pode indicar diminuigdo da tolerancia a glicose, ao invés
do quadro diabético. Nesse contexto, indica-se a associacado de testes para o
diagnéstico de DM (FEIG; KEELY; WICKLOW, 2019; KALIDOSS; UMAPATHY,
2019).

A glicemia em jejum e a glicemia 2 horas apés sobrecarga sao igualmente
apropriados para uma primeira triagem do diagnéstico. No entanto, deve-se
considerar que esses testes podem n&o detectar o Diabetes mellitus nos
mesmos individuos (CHRIST-CRAIN; WINZELER; REFARDT, 2021; TRITOS;
BILLER, 2021). Estudos demonstram que as medidas para preveng¢ao do

Diabetes mellitus tipo 2, sao eficientes em individuos com condigdes de



tolerancia perante a glicose, tendo ou nao a glicemia em jejum elevada (FEIG;
KEELY; WICKLOW, 2019; KALIDOSS; UMAPATHY, 2019).

O teste de HbA1c apresenta as taxas de glicagdo de hemoglobina, nos
ultimos 90 a 120 dias. Sendo assim, esse exame fornece um parametro do
passado, e ndo a situacao glicémica atual (KALIDOSS; UMAPATHY, 2019). A
glicagcado da hemoglobina é um processo nao-enzimatico irreversivel, que ocorre
entre a proteina alguns acgucares, em um processo dependente do tempo e da
concentragdo de glicose plasmatica (KHAN; DEMIDOWICH; TSCHUDY;
WEDLER et al., 2023). A reacao de glicagédo ocorre devido a alta permeabilidade
da hemoglobina perante a glicose. Assim, o0 processo gera a ligacdo de uma
molécula de glicose ao grupo amino terminal da hemoglobina A. Como resultado
desse processo, a estrutura de HbA1c permanece no meio intracelular,
indicando a concentragdo média de glicose no sangue nos ultimos trés a quatro
meses (KHAN; DEMIDOWICH; TSCHUDY; WEDLER et al., 2023).

Em relagdo ao teste supramencionado, € necessario salientar que as
concentragdes plasmaticas, mais recentes de glicose, sdo as mais influentes no
processo de glicagdo. Sabe-se que 50% da HbA1c é formado no més anterior
ao da coleta e a outra parcela é dividida em 25% para cada més subsequente
(HALALAU; ROY; HEGDE; KHANAL et al., 2023; LI; HAN; Ql; DENG et al.,
2023). A dosagem da glicagdo da hemoglobina é de suma importéncia na
avaliagao do controle glicémico, por representar a glicemia de um passado n&o
tao distante. Todavia, uma vez que a decaida da glicemia pode ser rapida em
pacientes com DM1, a HbA1c € menos sensivel para o diagndstico do que as
dosagens de glicemia em jejum ou glicemia estimulada (BANJAR; ALYAFI;
ALGHAMDI; ASSAGGAF et al., 2023; LIN; WANG; JIA; WANG et al., 2023).

A partir do rastreamento e diagnostico correto do DM, o paciente é
submetido a diferentes formas de manejo terapéutico. Entretanto, existem muitos
adultos que vivem com DM nao diagnosticado, principalmente quando se trata
do DM2 (IDF Diabetes Atlas, 2021). De acordo com a Federacao Internacional
do Diabetes (International Diabetes Federation - IDF), em 2021, existiam 5
milhdes de adultos portadores de DM sem diagndstico, no Brasil (IDF Diabetes
Atlas, 2021). A prevaléncia de individuos portadores, mas n&o diagnosticados, é
alta e aproximadamente 25% deles tem evidéncia de complicagdes

microvasculares no momento da identificagdo clinica (CRASTO; PATEL,;



DAVIES; KHUNTI, 2021; GABRIEL; BOUKICHOU ABDELKADER; ACOSTA;
GILIS-JANUSZEWSKA et al., 2020). Tendo em vista esse contexto, em que
muitos pacientes sao diagnosticados em uma fase avangada da doencga, sugere-
se 0 acompanhamento de assintomaticos, principalmente aqueles que
pertencem a grupos de risco para essa condicao clinica (PUAVILAI
CHANPRASERTYOTIN; SRIPHRAPRADAENG, 1999).

Nessa perspectiva, com o intuito de aprimorar a assisténcia a portadores
de DM, o Ministério da Saude (MS), em 2002 desenvolveu o Plano de
Reorganizacao da Atencao a Hipertensao arterial e ao Diabetes mellitus, com o
objetivo de capacitar os profissionais da atengdo basica e reformulagdo dos
servicos. No mesmo ano, o Governo Federal criou Programa Nacional de
Assisténcia Farmacéutica para Hipertensao Arterial e Diabetes Mellitus, que
ampliou a base de dados para controle administrativo a nivel de atengao basica
(PEREIRA; ACURCIO FDE; GUERRA JUNIOR; SILVA et al., 2012).

Na Politica de Atengdo ao Diabetes no Sistema Unico de Saude (SUS),
constam agdes de prevencgao, diagndstico, tratamento, capacitagao profissional,
vigilancia e assisténcia farmacéutica, bem como de vigilancia sanitaria
(PEREIRA; ACURCIO FDE; GUERRA JUNIOR; SILVA et al., 2012). Desde
2006, por meio da promulgagdo da Lei Federal de n°11.347, pessoas com
diabetes tem direito a receber via SUS materiais e insumos, utilizados no
tratamento de DM. Medicamentos, seringas, agulhas, insulina, bem como os
exames laboratoriais para acompanhamento da doencga, sdo ofertadas pelo
Estado para os acometidos pela condicao clinica (BRASIL, 2006).

A partir da criagdo de politicas publicas direcionadas ao manejo da
condigdo metabdlica, somam-se esforgos para ampliar a promogao a saude,
bem como o rastreamento precoce do Diabetes mellitus (IDF Diabetes Atlas,
2021).

2.1.1 Epidemiologia
Os dados epidemiolégicos da ocorréncia de diabetes sao alarmantes. De

acordo com o Atlas de Diabetes da IDF, em 2021 existiam 537 milhdes de

pessoas com DM. Até 2045, esse numero pode chegar a 783 milhdes,



representando um aumento de 46% no numero de pessoas com Diabetes
mellitus (IDF Diabetes Atlas, 2021).

Nos continentes americanos, em especial na América Central e América
do sul, estima-se que o numero de individuos portadores de diabetes chegue a
49 milhdes até 2045. Isso representa um aumento de 48% na ocorréncia de DM
(IDF Diabetes Atlas, 2021). Com bases nesses dados, o IDF classifica o territorio
brasileiro na sexta posicdo no ranking mundial, em numero absoluto de pessoas
com a doenca em 2021 (IDF Diabetes Atlas, 2021).

De acordo com a IDF, estima-se que cerca de 240 milhdes de pessoas
vivem com diabetes sem o diagndstico apropriado. Isso significa que 1 a cada 2
adultos, vive com a condicdo metabdlica e nao sabe. Ainda, 90% das pessoas
portadoras do disturbio, sem o devido diagnéstico, vivem em paises
subdesenvolvidos. Para o Brasil, a IDF indicou que 5 milhdes de pessoas
convivem com diabetes sem ter ciéncia da condig¢ao (IDF Diabetes Atlas, 2021).
No ano de 2021, de acordo com dados levantados pela IDF, o Brasil acumulava
15,7 milhdes de pessoas diagnosticadas, entre 20 e 79 anos (IDF Diabetes Atlas,
2021).

A Figura 1 abaixo apresenta as estimativas, por regides, do numero de

pessoas com diabetes para 2045.

FIGURA 1 — ESTIMATIVAS PARA O NUMERO DE PESSOAS COM Diabetes
mellitus ATE 2045, SEGUNDO O IDF
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Numero estimado de pessoas, entre 20 e 79 anos de idade, com diabetes nos anos de 2021 e
2045. Para a América do Norte e Caribe um aumento de 24% do numero de pessoas com
diabetes é esperado, enquanto para a Europa, o aumento esperado é de 13%. No Oeste Pacifico
a taxa esperada é de 27%, seguido de 50% para a América do Sul e Central. Para o continente
Africano, o aumento esperado é de 134%, e para o Oriente Médio e o Norte da Africa, essa taxa
é de 87%. No Sudoeste da Asia, o aumento esperado é de 68%. Segundo o IDF, em 2021
existem 537 mi de pessoas com DM1, e em 2045 esse numero podera ser de 783 mi,
representando uma taxa de aumento de 46%. Mi: milhdes.

Fonte: Adaptado da Federagao Internacional de Diabetes (2021).

O crescente numero de pessoas acometidas pelo diabetes, vai de
encontro com outro dado muito pertinente. Habitos de vida cada vez mais
sedentarios, aliados ao consumo em massa de alimentos industrializados e ultra
processados, sado fatores de risco para o desenvolvimento, bem como o
agravamento, de doencas metabodlicas (NASRALLAH; TAMIM; MAILHAC;
ALBUHAIRAN, 2022).

De acordo com o supracitado, levando em consideragdao os habitos de
saude e alimentacdo da sociedade contemporanea, o numero de portadores de
Diabetes mellitus tende a aumentar gradativamente (PANDEY; CHAWLA;
GUCHHAIT, 2015). Segundo a IDF, o numero de pessoas com diabetes tende a
aumentar, chegando a 783 milhdes de pessoas no mundo com a condi¢cdo

metabdlica (IDF Diabetes Atlas, 2021). Os dados divulgados pela IDF, para o



periodo de 2021, permitem uma elucidagao mais clara da situagéo do diabetes
na Ameérica do Sul e América Central.

De acordo com o levantamento, 1 entre 11 adultos apresenta Diabetes
mellitus, e 121 mil criangas e adolescentes vivem com DM1 (IDF Diabetes Atlas,
2021). Outro dado importante é em relagdo aos custos do DM. Em 2021,
estimou-se que os gastos com a doenga giram em torno de 42,9 bilhdes de reais
no Brasil. Em relacdo a mortalidade, os o&bitos relacionados ao diabetes,
totalizam 410 mil (IDF Diabetes Atlas, 2021). Isso reflete diretamente no aspecto
socioecondmico brasileiro, pois o Estado fornece tratamento para a condi¢cao de
diabetes, bem como para possiveis maleficios que a doenca possa trazer.

Face a esse contexto e perspectiva epidemiolégica, com tendéncias
progressivas, havera um acréscimo macigo dos impactos financeiros na saude
publica nos proximos anos (CAPOCCIA; ODEGARD; LETASSY, 2016; KAHM,;
LAXY; SCHNEIDER; ROGOWSKI et al., 2018). Isso se deve ao custo agregado
decorrente do manejo de complicagdes clinicas, bem como da redugdo de
capacidade de trabalho em individuos em idade produtiva (JOISH; ZHOU;
PREBLICK; LIN et al., 2020; KURKELA; NEVALAINEN; ARFFMAN; LAHTELA
et al., 2022).

2.1.2 Sinais, sintomas e complicagdes

Os sinais e sintomas apresentados pelos pacientes estao frequentemente
associados a disglicemia, tendo em vista que o aumento dos niveis glicémicos
no sangue é a caracteristica fundamental do Diabetes mellitus (ACHARJEE;
GHOSH; AL-DHUBIAB; NAIR, 2013; ALBERTI; ZIMMET, 1998).

Os quadros iniciais de DM geralmente sdo acompanhados, dos mais
comuns para 0s mais raros: poliuria (miccdo excessiva), polidipsia (sede
excessiva), perda de peso nao intencional, polifagia (fome excessiva), turbidez
na visdo, fadiga, dificuldade na cicatrizagdo de machucados e feridas, baixa
demonstracdo de interesse em atividades rotineiras, falta de concentragéo,
parestesia (sensagdo de formigamento), dorméncia nos membros e
extremidades como maos e pés e infecgdes frequentes (HARRIS, 1988;
MCINERNEY; LINDEKILDE; NOUWEN; SCHMITZ et al., 2022; PUAVILAI;
CHANPRASERTYOTIN; SRIPHRAPRADAENG, 1999).



A hiperglicemia leva ao aumento da osmolaridade do fluido extracelular,
0 que provoca deslocamento hidrico do meio intracelular para o intersticio
(KAUL; TARR; AHMAD; KOHNER et al., 2012).

A glicosuria ocorre quando a concentragdo de glicose na corrente
sanguinea ultrapassa o limiar de renal de reabsor¢géo glomerular, provocando
diurese osmoética com intensa perda de &agua e eletrdlitos (FAYFMAN;
PASQUEL; UMPIERREZ, 2017).

A polidipsia decorre da deplecdo de agua intracelular, devido a hiper
osmolaridade pelo aumento crescente da glicemia com estimulo dos receptores
osmoéticos do centro de sede nos centros neurais (NIGRO; GROSSMANN;
CHIANG; INDER, 2018). A deficiéncia de insulina altera o controle homeostatico
do metabolismo (PAPATHEODOROU; PAPANAS; BANACH; PAPAZOGLOU et
al., 2016), implicando em mudangas no anabolismo promovido pelo horménio
insulina para catabolismo acentuado de proteinas e lipideos, que tende a induzir
um balango de energia negativo, resultando no processo de polifagia (CERASI,
1991; GROOP; WIDEN; FERRANNINI, 1993).

O Diabetes mellitus tipo 1 e 2 apresentam quadros sintomaticos muito
similares (KATSAROU; GUDBJORNSDOTTIR; RAWSHANI; DABELEA et al.,
2017; TAYLOR, 2013). Todavia, no tipo 2 da doencga, esses sinais e sintomas
s&0 mais amenos, e, muitas vezes, inexistentes (IDF Diabetes Atlas, 2021).

O controle ineficaz das concentragdes plasmaticas de glicose, aliado a
habitos de vida pouco saudaveis, tais como o sedentarismo, tabagismo e
consumo de alcool sao elementos que podem contribuir para o aparecimento de
complicagbes micro e macrovasculares em pacientes com DM (VIIGIMAA;
SACHINIDIS; TOUMPOURLEKA; KOUTSAMPASOPOULOS et al., 2020).

As complicagdes de cunho macrovascular se referem a doenga isquémica
do coracdo, doenca de cerebrovascular e doenca vascular periférica, afetam
cerca de 50% das pessoas com Diabetes mellitus (HUANG; REFAAT;
MOHAMMEDI; JAYYOUSI et al, 2017; VIGIMAA; SACHINIDIS;
TOUMPOURLEKA; KOUTSAMPASOPOULOS et al., 2020). Em pacientes com
DM, o risco de eventos adversos de morte, devido a complicagdes cronicas
macrovasculares, € trés vezes maior do que na populagado que possui doencgas
cardiovasculares (TSCHIEDEL; MULLER; SCHARA; FELDERHOFF-MUSER et
al., 2015).



A caracteristica que fundamenta o Diabetes mellitus, a hiperglicemia, de
carater cronico, gera danos ao endotélio vascular (KARUNAKARAN; PARK,
2013). Isso reflete-se de tal forma que podem surgir complicagcbes nas
terminagdes nervosas, retina e glomérulos renais, além de degeneragcdao de
orgaos vitais, como cérebro e coragcdo (HUANG; REFAAT; MOHAMMEDI;
JAYYOUSI et al, 2017; VIGIMAA; SACHINIDIS; TOUMPOURLEKA;
KOUTSAMPASOPOQOULOQOS et al., 2020).

Os vasos sanguineos nao regulam negativamente a captagéo de glicose
em situagdes de hiperglicemia, o que as torna mais suscetiveis nas situagdes de
excesso de glicemia (GIACCO; BROWNLEE, 2010; LUC; SCHRAMM-LUC;
GUZIK; MIKOLAJCZYK, 2019). Os mecanismos que promovem danos
vasculares por hiperglicemia partem de um ponto em comum, a produgéo
exacerbada — a partir da reacédo de reducédo do oxigénio — estdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) (GIACCO; BROWNLEE, 2010).

Para manter a homeostase, a producgéao e eliminagcao das EROs ocorrem
em equilibrio, para inibir respostas acentuadas de protecdo ou dano celular
(KARUNAKARAN; PARK, 2013; LUC; SCHRAMM-LUC; GUZIK;
MIKOLAJCZYK, 2019). Quando esse mecanismo ndo estd em harmonia, como
na hiperglicemia, as concentragées de EROs se tornam anormais, provocando
estresse oxidativo (GIACCO; BROWNLEE, 2010; KARUNAKARAN; PARK,
2013; LUC; SCHRAMM-LUC; GUZIK; MIKOLAJCZYK, 2019; MARITIM;
SANDERS; WATKINS, 2003). E na falta de compensagéao do estresse oxidativo,
tecidos podem sofrer perda de fungéo, devido ao dano causado as organelas
celulares, lipideos, proteinas e acidos nucleicos (KARUNAKARAN; PARK,
2013).

Os danos vasculares que resultam da exacerbacao da producédo de EROs
podem levar a quadros de cegueira, falha renal, neuropatia, bem como disturbios
cardio e cerebrovasculares, como infarto agudo do miocardio (IAM), acidente
vascular encefalico (AVE) e doenga arterial coronariana (DAC)
(PAPATHEODOROU; PAPANAS; BANACH; PAPAZOGLOU et al., 2016).

A hiperglicemia é apenas um dos mecanismos que participam do aumento
do risco de doenca macrovascular nas pessoas com diabetes. Outros fatores
como uso de tabaco, hipertensao arterial e dislipidemia estdo envolvidos na
probabilidade de desenvolver complicagdes (BOEHME; ESENWA; ELKIND,



2017). A aterosclerose € uma doenga de cunho progressivo, multifatorial, que
muitas vezes, precede a hiperglicemia. Logo, precede o diagnostico clinico do
diabetes (YAMAZAKI; HITOMI; NISHIYAMA, 2018).

Além das complicagdes cronicas o Diabetes mellitus também tem como
resultado complicagdes de carater agudo, como a cetoacidose diabética (CAD),
causada pela descompensagao do controle glicémico, que apresenta taxa de
mortalidade em pacientes com diabetes (CLAPIN; EARNEST; COLMAN; DAVIS
et al., 2022). A CAD é uma complicagao tipica do diabético tipo 1, que se
desenvolve em uma situagdo de deficiéncia do horménio insulina grave ou
absoluta, comumente associada a condicbes estressantes (EVANS, 2019;
GARCIA-DE JESUS, 2008; NYENWE; KITABCHI, 2016).

A base fisiopatolégica da cetoacidose diabética e das alteragdes do
equilibrio acidobasico decorre do aumento da cetogénese hepatica, aliada ao
aumento da lipdlise e maior mobilizagao de acidos graxos na circulagdo (EVANS,
2019; GARCIA-DE JESUS, 2008; NYENWE; KITABCHI, 2016). Como os
pacientes diabéticos ndo conseguem utilizar a glicose, devido a deficiéncia de
insulina, os corpos cetdnicos, acetoacetato (AcAc) e 3-B-hidro-xidobutirato
(8HB), produzidos durante a cetogénese hepatica, sdo produzidos como fontes
energéticas alternativas (EVANS, 2019).

A hiperglicemia fundamental do DM, resultante da reducgéo da utilizagédo
periférica de glicose, bem como o aumento da glicogendlise e neoglicogénese,
justificam os sintomas tipicos da CAD (FORESTELL; BATTAGLIA; SHARIF;
ELTORKI et al., 2023). Polidipsia, poliuria e varios graus de desidratacéo, sao
os sinais mais comuns em situacdes de cetoacidose diabética. E comum
observar dor abdominal em pacientes com essa complicagdo. A CAD também
pode chegar a hipovolemia acentuada e choque circulatério (CLAPIN;
EARNEST; COLMAN; DAVIS et al., 2022; FORESTELL; BATTAGLIA; SHARIF;
ELTORKI et al., 2023).

O estado hiperglicémico hiper osmolar (EHH) também é uma complicagao
de cunho agudo, caracteristica do Diabetes mellitus tipo 2, caracteriza-se por
hiperglicemia, hiper osmolaridade e severa desidratagdo, particularmente do
sistema nervoso central (TAYLOR, 2013). Também é uma descompensacgéo
grave do estado diabético, com alta taxa de mortalidade. O paciente classico

dessa complicagao € idoso, e chega ao servigo de saude por acentuagao das



alteragbes de consciéncia, crises convulsivas e sintomas que sugerem acidente
vascular encefalico (GIACCO; BROWNLEE, 2010; LEJLIC; HOLMAAS; LOVAS;
UELAND, 2023).

As complicagdes relacionadas ao quadro diabético tém parcela na
responsabilidade pelos agravos em saude associados ao diabetes, bem como a
reducdo da qualidade de vida, morbimortalidade e incapacitacdo temporaria ou
permanente desses individuos (PAPATHEODOROU; PAPANAS; BANACH;
PAPAZOGLOU et al., 2016).

2.2 Diabetes mellitus tipo 1

Em relacédo ao DM1, existem formas distintas de manifestacédo desses
disturbios no organismo (INSEL; DUNNE; ATKINSON; CHIANG et al., 2015;
RICHARDSON; RODRIGUEZ-CALVO; GERLING; MATHEWS et al., 2016;
SZABLOWSKI; OKRUSZKO; POCHODOWICZ; ABRAMOWICZ et al., 2022). De
forma menos frequente, a perda das fungdes das células 3 do pancreas ocorre
de modo idiopatico, sendo esse o Diabetes mellitus tipo 1B (PINERO-PILONA;
RASKIN, 2001). Sem evidéncias claras de autoimunidade, a causa subjacente
do DM1B ainda ndo é completamente compreendida e pode envolver
mecanismos genéticos e/ou ambientais diferentes da forma autoimune
(PINERO-PILONA,; RASKIN, 2001; SZABLOWSKI, OKRUSZKO;
POCHODOWICZ; ABRAMOWICZ et al., 2022).

De forma mais recorrente, tem-se a forma autoimune do Diabetes mellitus,
o DM1A (CLAESSENS; WESSELIUS; VAN LUMMEL; LABAN et al., 2020). Ao
contrario do que ocorre em outras doencas autoimunes, o DM1A é discretamente
mais incidente em pessoas do sexo masculino. O desenvolvimento da doenca é
heterogéneo, e as caracteristicas patogénicas, genéticas e fenotipicas sofrem
muitas variagdes (ATKINSON; MACLAREN, 1994).

A evolugdo do DM1A ndo é aguda, mas sim, um processo lento de
autoagressao, que possivelmente se desenvolve durante anos numa fase pré-
clinica (CHRIST-CRAIN; WINZELER; REFARDT, 2021). O DM1A é o resultado
de uma resposta autoimune perante a antigenos das células 3 do pancreas. Em
um dinamismo dependente da imunidade celular, mediado por linfécitos T,

células natural killer (NK) e macréfagos, ocorre a insulite, ou seja, o processo de



destruicao das células B-pancreaticas (CHRIST-CRAIN; WINZELER; REFARDT,
2021). A partir do comprometimento da secre¢do do hormdnio insulina, o
organismo apresenta o0s sinais da utilizacdo ineficaz da glicose
(HANDWERGER; FERNANDES; BROWN, 1980).

2.2.1 Fisiopatologia do Diabetes mellitus tipo 1

O Diabetes mellitus tipo 1 (DM1) resulta da autoimunidade 6rgéo
especifica, na qual elimina a maior parte das células 3 pancreaticas produtoras
de insulina. Embora o papel da autoimunidade das ilhotas permaneca
inquestionavel, o papel das ilhotas como participantes ativos foram so
recentemente elucidados (MALLONE; HALLIEZ; RUI; HEROLD, 2022).
Anteriormente, acreditava-se que praticamente todas as células 3 eram perdidas
no DM1. No entanto, agora esta mais clara a existéncia de uma série de células
B residuais que sao disfuncionais em pessoas com diagndstico recente de DM1
(SIMS; MIRMIRA; EVANS-MOLINA, 2020). Além disso, a disfungc&o das células
o € reconhecida como uma caracteristica proeminente da doenca (YOSTEN,
2018).

De fato, os esforgos sustentados da comunidade global de investigacao
no DM1 para compreender a base da autoimunidade dirigida pelas células T no
DM1, foi fundamental para a aprovagao pelo FDA (Food and Drug Administration
-FDA) dos EUA da primeira imunoterapia para o DM1. O anticorpo anti-CD3
(Teplizumabe), atrasa o inicio sintomatico do DM1 em 2-3 anos (HEROLD;
BUNDY; LONG; BLUESTONE et al., 2019), abrindo a porta para a futura
aplicacao clinica de abordagens especificas de antigeno com propriedades
imuno reguladoras potencialmente superiores (SERRA; SANTAMARIA, 2019).

Apesar dessa conquista, a completa compreensdo de como a
autoimunidade das ilhotas, se origina e se propaga durante o desenvolvimento
do DM1, e porque ele é tado heterogéneo entre os individuos, ainda esta longe.

Em camundongos NOD (Nonobese diabetic; Diabético ndo obeso), foram
feitas as seguintes observagdes: o desenvolvimento do DM1 requer células T
CD4" e CD8"; células T autorreativas diferenciadas em assassinas ao interagir

com antigenos de células B em células apresentadoras de antigenos locais;



células T CD8" desempenham papel principal como assassinas de células 3
(SANTAMARIA, 2010; TSAI; SHAMELI; SANTAMARIA, 2008).

Estudos imunohistopatoldgicos de pancreas de individuos com DM1 séo
geralmente compativeis com estas observagdes feitas em ratos, mas expuseram
fendbmenos adicionais peculiar a historia natural da doenca em humanos. Em
particular, o dialogo entre as células T e as células  é muito mais complexo em
humanos e evidéncias recentes apoiam potenciais endotipos (ou seja, subtipos
da doenga, cada uma das quais com uma etiopatogenia distinta) de DM1 com
base na idade de inicio (BATTAGLIA; AHMED; ANDERSON; ATKINSON et al.,
2020; CARRE; RICHARDSON; LARGER; MALLONE, 2021).

A identificagdo da(s) causa(s) elusiva(s) da autoimunidade inicial das
ilhotas, é central para a compreensao de como o DM1 ocorre. O conceito de que
autoimunidade na ilhota resulta da suscetibilidade genética combinada com um
gatilho ambiental, inicialmente teorizado por Atkinson e Eisenbarth (ATKINSON;
EISENBARTH, 2001), agora € mais amplamente aceito (ESPOSITO; TONI;
TASCINI; SANTI et al., 2019). O DM1 sintomatico, ou estagio 3, geralmente
ocorre apos dois estagios clinicos que consistem em soroconversao e presenca
de dois ou mais autoanticorpos, seguidos pelo desenvolvimento da disglicemia
(ESPOSITO; TONI; TASCINI; SANTI et al., 2019). Embora valioso clinicamente,
o modelo tem algumas limitagdes, algumas das quais estdo apenas emergindo.
Por exemplo, o estagio com positividade para um Uunico autoanticorpo
geralmente tem um risco significativamente menor de progressédo (BUZZETTI,
R.; DI PIETRO, S.; GIACCARI, A.; PETRONE, A. et al., 2007; CARLSSON;
SHEPHERD; ELLARD; WEEDON et al., 2020) e, como tal, ndo é considerado o
estagio mais inicial do DM1. No entanto, trabalhos recentes revelaram falhas na
secrecdo de glucagon em ilhotas isoladas de doadores positivos apenas para
autoanticorpo GAD (GADA) (DOLIBA; ROZO; ROMAN; QIN et al., 2022).

E importante salientar que os autoanticorpos ndo sdo todos iguais em
termos de risco. A ordem do aparecimento dos autoanticorpos influencia a
progressao para o DM1 (VEHIK; BONIFACIO; LERNMARK; YU et al., 2020):
22% dos individuos positivos unicamente para GADA progridem para multiplos
autoanticorpos, e cerca de 6% deles com multiplos anticorpos progridem para o
estagio 3 sintomatico do DM1 (BINGLEY; BOULWARE; KRISCHER; TYPE 1
DIABETES TRIALNET STUDY, 2016). Por outro lado, existe heterogeneidade



entre os individuos que desenvolvem multiplos autoanticorpos, com muitos nao
progredindo para o DM1 (JACOBSEN; BOCCHINO; EVANS-MOLINA;
DIMEGLIO et al., 2020). Independentemente disso, em termos de inicio da
autoimunidade das ilhotas, o modelo postula um evento ambiental
desencadeador do disturbio.

Embora a insulina seja apenas um entre muitos autoantigenos relevantes
para o DM1, varias linhas de evidéncia sugerem que a autorreatividade desse
horménio, tanto em camundongos quanto em humanos, desempenha um papel
fundamental no inicio do DM1 (ANDERSON; LANDRY; ALKANANI; PYLE et al.,
2021; NAKAYAMA; ABIRU; MORIYAMA; BABAYA et al., 2005). Evidéncias
crescentes também sugerem que a diabetogénese envolve o reconhecimento de
peptideos hibridos por células T CD4* gerados pela fusao da insulina com outros
autoantigenos, como cromogranina A e polipeptideo amildide de ilhotas
(DELONG; WILES; BAKER; BRADLEY et al., 2016). Embora ainda nao esteja
claro por que e como essas células T s&o ativadas, um evento extra pancreatico
de priming (o efeito priming acontece quando, a exposi¢ao de um individuo a um
determinado estimulo, influencia na sua resposta a um estimulo subsequente)
desencadeado pela entrega sistémica dos peptideos de insulina gerados pelas
células B € uma possibilidade provavel (WAN; ZINSELMEYER; ZAKHAROV;
VOMUND et al., 2018). Nesse contexto, parece razoavel propor que o priming
das especificidades das células T iniciadoras da doenca seja precedido por
exposi¢cao anormal quantitativamente e/ou qualitativamente dessas células T aos
epitopos cognatos de insulina.

Um numero crescente de evidéncias apoia a visao de que a maioria, se
nao todas as pessoas abrigam células T autorreativas no repertorio periférico,
independentemente de sua tendéncia a doencas autoimunes (UMESHAPPA,;
MBONGUE; SINGHA; MOHAPATRA et al., 2020). Embora isso seja irrelevante
na maioria dos individuos, insultos as células B aliados a predisposi¢cao genética
podem desencadear a ativagéo e recrutamento dessas células T para 6rgaos-
alvo, como as ilhotas pancreaticas no DM1.

Estudos sugerem (BENDER; RODRIGUEZ-CALVO; AMIRIAN;
COPPIETERS et al., 2020; COPPIETERS; DOTTA; AMIRIAN; CAMPBELL et al.,
2012; CULINA; LALANNE; AFONSO; CEROSALETTI et al., 2018; YEO; PUJOL-
AUTONELL; BAPTISTA; EICHMANN et al., 2020) que o inicio da autoimunidade



das ilhotas pode exigir insultos as células  capazes de provocar a ativagao e o
recrutamento das células T autorreativas para o pancreas. Diferencgas
interindividuais geneticamente impressas na avidez de células T autorreativas
especificas, diferencas nas frequéncias absolutas de células T autorreativas e/ou
diferencas nos limiares de ativagcao das células T, que sdo impactadas pelos
processos de sele¢ao do timo, podem ajudar a determinar a probabilidade e até
que ponto um ou mais gatilhos ambientais poderiam levar a autoimunidade
cronica e, eventualmente, destruicdo das células B (BENDER; RAJENDRAN;
VON HERRATH, 2020).

Potenciais gatilhos ambientais para autoimunidade de ilhotas no DM1
permanece indefinidos (BENDER; RAJENDRAN; VON HERRATH, 2020), mas o
mimetismo molecular entre antigenos celulares das células B e virais (CULINA;
LALANNE; AFONSO; CEROSALETTI et al., 2018; RODRIGUEZ-CALVO;
JOHNSON; OVERBERGH; DUNNE, 2021) pode ser uma ligacao plausivel que
explica a ativacao seletiva de células T reativas as ilhotas em certos individuos.
Estudos epidemiolégicos de grandes coortes pediatricas forneceram
informagdes sobre exposi¢cdes ao longo da vida associadas a soroconversao,
progressao a multiplos autoanticorpos e finalmente DM1 sintomatico (ZIEGLER,;
BONIFACIO; GROUP, 2012; ZIEGLER; REWERS; SIMELL; SIMELL et al.,
2013). Pesquisas estabeleceram que, em recém-nascidos geneticamente
suscetiveis, o pico de incidéncia de soroconversao (desenvolvimento do primeiro
autoanticorpo de ilhotas) ocorre entre 9 meses e 2 anos de idade (ZIEGLER;
BONIFACIO; GROUP, 2012), e criangas que desenvolvem multiplos
autoanticorpos antes dos 3 anos de idade tém muito mais probabilidade de
progredir para o DM1 nos 10 anos seguintes, em comparagao com aqueles que
nado (ZIEGLER; REWERS; SIMELL; SIMELL et al., 2013).

Atualizagbes recentes do estudo Determinantes Ambientais do Diabetes
nos Jovens (The Environmental Determinants of Diabetes in the Young - TEDDY)
suportam a visdo de que o desenvolvimento da autoimunidade das ilhotas esta
associado a infecg¢ao crénica por enterovirus B (VEHIK; LYNCH; WONG; TIAN
et al., 2019). Nessa obra, demonstrou-se presencga de virus vivo no pancreas de
individuos com DM1. Os autores descobriram que, os tecidos ressecados da

cauda do pancreas de 6/6 individuos recentemente diagnosticados com DM1



(dentro de 1 més apds o diagndstico), abrigavam enterovirus. Por outro lado,
apenas dois em cada 11 de normoglicémicos/individuos ndo diabéticos fizeram
(KROGVOLD; GENONI; PUGGIONI; CAMPANI et al., 2022). Notavelmente,
outros virus foram encontrados com muito menos frequéncia no pancreas
diabético (KROGVOLD; GENONI; PUGGIONI; CAMPANI et al, 2022),
argumentando contra uma predisposi¢céo geral a infec¢ao viral em pessoas com
DM1. Em adicdo a isso, correlagdes entre o numero e tipo de autoanticorpo de
ilhotas e varias formas de estresse psicossocial durante a gravidez foram
demonstradas em evidéncias no estudo TEDDY (KAWAHARA; KARIYA;
FUKUZAKI, 1988).

Embora um potencial evento desencadeador ambiental possa consistir
plausivelmente de uma infeccao enteroviral persistente, € importante observar
que estudos anteriores ndo encontraram correlacdo entre enterovirus e DM1
(NEKOUA; ALIDJINOU; HOBER, 2022), e ¢é pouco provavel que a
heterogeneidade resultante na progressdao da a autoimunidade das ilhotas
poderia ser explicada por um unico tipo de gatilho ambiental em todos os casos.

Investigagdes futuras, envolvendo individuos em estagios iniciais pre-
sintomaticos de DM1, serdo necessarias para estabelecer se a infecgdes
crbnicas enterovirais poderiam promover seletivamente a ativacdo de
populagdes de células T especificas para células . Estudos adicionais também
devem considerar eventos ainda mais precoces na vida, como eventos de
sensibilizacdo intrauterina, e seu impacto durante o periodo de desenvolvimento
das células B no feto.

Mais recentemente, em 2022, Warncke e colaboradores (WARNCKE;
WEISS; ACHENBACH; VON DEM BERGE et al., 2022), sugerem em sua obra
que alteragbes no metabolismo da glicose e/ou fungao das células 3 precedem
o desenvolvimento de autoimunidade de ilhotas, e é tentador especular que
alteragbes no inicio da vida na fungao das células  podem desempenhar um
papel causal na autoimunidade das ilhotas (THOMPSON; PIPELLA; RUTTER,;
GAISANO et al., 2023).

Ainda, o estudo supramencionado fornece uma nova perspectiva sobre o
papel do desenvolvimento precoce poés-natal na formagao do funcionamento e

capacidade de resposta das ilhotas e suas interagées com o sistema imunoldgico



em humanos. Um conjunto de evidéncias de estudos em roedores destaca a
importancia das interagcdes da dieta com o epigenoma em células f neonatais
(ABDERRAHMANI; JACOVETTI; REGAZZI, 2022), apoiando a importancia do
periodo neonatal na formag&o da base para a saude a longo prazo das células
B em adultos.

O inicio da autoimunidade das ilhotas provavelmente envolve mudancgas
no desenvolvimento no inicio da vida nas células B, bem como exposigdes
ambientais. Todavia, ndo se sabe quais fatores impulsionam ainda mais
progressdo e desenvolvimento da autoimunidade das ilhotas (HUGHES;
UNIVERSITY OF BIRMINGHAM. COLLEGE OF; DENTAL, 2016).

A autoimunidade de ilhota dinamicamente evolui e se expande durante a
progressédo do DM1 do estagio 1 para o estagio 3, como evidenciado pela
presenca de um numero crescente de autoanticorpos e especificidades das
células T autorreativas (HUGHES; UNIVERSITY OF BIRMINGHAM. COLLEGE
OF; DENTAL, 2016). As células T reativas as ilhotas reconhecem um numero
crescente de antigenos e epitopos de células 3 a medida que a doenga progride,
consistente com disseminacdo tanto de antigenos e como de epitopos
(CLAESSENS; WESSELIUS; VAN LUMMEL; LABAN et al., 2020). Assim, a
apresentacao dinamica de antigeno pelas células [ pode ser um fator
determinante na progressdo da autoimunidade das ilhotas (LI; SUN; YUE;
WANG et al.,, 2021). Estd bem estabelecido que as ilhotas humanas super
expressam moléculas HLA de classe | durante os estagios iniciais do DM1
(RICHARDSON; RODRIGUEZ-CALVO; GERLING; MATHEWS et al., 2016). No
entanto, estudos recentes também relatam expressao de moléculas HLA de
classe Il nas células B no DM1 (QUESADA-MASACHS; ZILBERMAN;
RAJENDRAN; CHU et al, 2022; RUSSELL; REDICK; BLODGETT;
RICHARDSON et al., 2019).

A coloragao tetramera confirma que as células B apresentam antigenos
convencionais e modificados para células T CD8" infiltrantes de ilhotas
(AZOURY; TARAYRAH; AFONSO; PAIS et al., 2020; GONZALEZ-DUQUE;
AZOURY; COLLI; AFONSO et al., 2018). Da mesma forma, estudos de células
T CD4" reativas as ilhotas humanas mostraram, que pelo menos alguns dos

epitopos derivados das células B, que sdo alvo das células T CD4*



diabetogénicos, surgem do splicing alternativo de RNAm codificadores de
antigenos ou da fusdo pos-traducional de fragmentos de insulina e outros
horménios de granulos secretérios, os chamados peptideos hibridos de insulina
(Hybrid Insulin Peptides - HIPs) (ARRIBAS-LAYTON; GUYER; DELONG; DANG
etal., 2020; GUYER; ARRIBAS-LAYTON; MANGANARO; SPEAKE et al., 2023).

Células T que reconhecem esses antigenos escapariam facilmente da
tolerancia central. Portanto, desempenham um papel mais significativo, embora
nao exclusivo, na diabetogénese em curso devido a sua maior avidez por
peptideos cognatos do complexo principal de histocompatibilidade (peptide
Major Histocompatibility Complex - pMHC) na auséncia da censura timica.

Uma das principais mensagens destes estudos € que, os autoantigenos
convencionais e tipicamente processados, representam apenas a ponta do
iceberg em termos de complexidade de antigeno durante a progresséo da
autoimunidade das ilhotas.

Pré-pro-insulina e insulina (ou derivados) sdo os principais alvos
antigénicos do repertério de células T autorreativas humanas que infiltram nas
ilhnotas no DM1 (ANDERSON; LANDRY; ALKANANI; PYLE et al, 2021;
RODRIGUEZ-CALVO; KROGVOLD; AMIRIAN; DAHL-JORGENSEN et al.,
2021). Modificacdo pés-traducionais, splicing alternativo, fusdo hibrida, os
produtos ribossomais defeituosos e outros antigenos de células B nao
convencionais estdo subjacentes a ativagao de pelo menos algumas respostas
de células T autorreativas.

Autoantigenos ndo convencionais de células  sao coletivamente
referidos como neo-antigenos (RODRIGUEZ-CALVO; JOHNSON;
OVERBERGH; DUNNE, 2021), uma vez que compreendem sequéncias
imunoldgicas novas ou estruturas que sao expressas seletivamente (e expostas
a células T autorreativas) no nicho das ilhotas. Como a apresentacao do
antigeno pelas células B é muito alterada por varias formas de estresse
(PIGANELLI; MAMULA; JAMES, 2020), as vias de estresse que operam nas
células B sdo uma das principais causas da formagao de neo-antigenos.

Um numero crescente de estudos apoia a visédo de que as respostas ao
estresse das células 3, incluindo resposta a proteina mal enovelada (Unfolded

Protein Response — UPR), resposta interferon tipo | e senescéncia, contribuem



para a progressao da autoimunidade das ilhotas e o DM1 (ROEP; THOMAIDOU;
VAN TIENHOVEN; ZALDUMBIDE, 2021).

Cada uma dessas respostas ao estresse ocorre em células f humanas no
DM1, como mostrado pelos estudos imunohistologicos em péncreas de
doadores (MARROQUI; DOS SANTOS; OP DE BEECK; COOMANS DE
BRACHENE et al.,, 2017; SAHIN; LEE; ENGIN, 2021; THOMPSON; SHAH;
NTRANOS; VAN GOOL et al., 2019). Além disso, intervencbes baseadas em
medicamentos que mitiguem cada uma dessas respostas de estresse parecem
ser suficientes para interromper a progressdo do diabetes em camundongos
NOD (BRAWERMAN; THOMPSON, 2020). Ainda, resultados de ensaios clinicos
direcionados a UPR em individuos com DM1 de inicio recente (GITELMAN;
BUNDY; FERRANNINI; LIM et al., 2021; OVALLE; GRIMES; XU; PATEL et al.,
2018), fornecem suporte para o potencial tradicional como alvo do estresse das
células  em humanos.

Outra questao importante nao respondida, diz respeito a relagdo entre a
morte das células B e progressdo da autoimunidade das ilhotas. O modo e a
cinética da morte das células B durante os estagios pré-sintomaticos do DM1
variam claramente entre as pessoas. A forma como esse processo influencia a
evolugdo da apresentacao de antigenos, e a formagéo de neo-antigenos ainda
precisa ser determinada (THOMPSON; PIPELLA; RUTTER; GAISANO et al.,
2023).

A nocao da heterogeneidade funcional das células 3 é cada vez mais
aceita como uma caracteristica natural e biologicamente relevante da arquitetura
e saude das ilhotas (CHABOSSEAU; RUTTER; MILLERSHIP, 2021; MIRANDA,;
MACIAS-VELASCO; LAWSON, 2021). Salomon e Meda demonstraram pela
primeira vez a existéncia de populagdes de células  de roedores com atividades
secretoras diferentes (SALOMON; MEDA, 1986) e alguns anos depois, outros
estudos (GUTIERREZ; GROMADA; SUSSEL, 2017; PIPELEERS, 1992; VAN
SCHRAVENDIJK; KIEKENS; PIPELEERS, 1992) apresentaram subpopulag¢des
de células B que variavam em suas respostas metabdlicas a glicose.

Contudo, ndo se sabe se algum tipo de célula B especializada, ou se
ilhotas enriquecidas nestes tipos de células “reguladoras”, sao preferencialmente

visadas no DM1. Da mesma forma, ndo esta elucidado se esses subtipos



especializados de células B tém algum relagdo com as células 3 que sofrem
respostas ao estresse, como UPR ou senescéncia, durante o DM1
(THOMPSON; PIPELLA; RUTTER; GAISANO et al., 2023).

Ainda restam muitas questdes em torno das origens da autoimunidade
das ilhotas e como ela se desenvolve durante o DM1. Estamos apenas
comegando a apreciar os papeis das ilhotas e das proprias células B na
autoimunidade. O desenvolvimento inicial das células 3, bem como o
metabolismo, reprogramacao fenotipica, transcriptbmica e reprogramacao
epigenética que as células a e p sofrem durante a diabetogénese permanecem
pouco compreendidos em humanos.

Estudos dentro de intervalos criticos quando a soroconversdo ocorre
frequentemente em bebés com alto risco genético fornecerdo informagoes
mecanicistas fundamentais. Tem-se muito a aprender sobre como ocorre a
apresentacao de antigenos, as vias de estresse, e a heterogeneidade funcional
das células B e como células o modulam resposta autoimune no DM1. O
progresso sustentado nesta area revelara a mecanismos subjacentes a
heterogeneidade na autoimunidade das ilhotas e orientar nossos esforgos para
mover as intervengdes clinicas no DM1 em diregdo a medicina de precisao
(THOMPSON; PIPELLA; RUTTER; GAISANO et al., 2023).

2.2.2 Heterogeneidade e caracteristicas clinicas do Diabetes mellitus tipo 1

O DM1 é uma doenca altamente heterogénea, como demonstrado pelas
amplas diferengas na epidemiologia, etiopatogenia, curso clinico e respostas a
intervengao. Esta heterogeneidade impde desafios para a predigdo, prevencao,
diagnodstico e tratamento da doenca. Mais amplamente, o esquema de
classificagao atual para Diabetes mellitus nao captura sua complexidade ou
orientar eficazmente o manejo clinico (REDONDO; HAGOPIAN; ORAM; STECK
et al., 2020; SILLER; TOSUR; RELAN; ASTUDILLO et al., 2020). Uma das
abordagens para atingir o objetivo de aplicar a medicina de precisao em Diabetes
mellitus, foi definido como “o tratamento certo para o paciente certo no momento
certo” (CEFALU; ANDERSEN; ARREAZA-RUBIN; PIN et al., 2022), e envolve a

identificacdo do endotipo, que pode ser passivel de intervengdes especificas



(BATTAGLIA; AHMED; ANDERSON; ATKINSON et al., 2020; DELIGNE; YOU;
MALLONE, 2022)

A incidéncia global do DM1 é estimada em 15 casos por 100.000 pessoas
e a prevaléncia de 5,9 casos por 10.000 pessoas (IC 95% 0,07-0,12), mas
existem grandes diferengas geograficas entre os paises (MOBASSERI;
SHIRMOHAMMADI; AMIRI; VAHED et al., 2020). Isso pode refletir varios fatores
ambientais e predisposicdo genética (REDONDO; GIGNOUX; DABELEA;
HAGOPIAN et al.,, 2022). Clinicamente, talvez a variagcdo mais extrema na
manifestacdo do DM1 seja observada no DM1 fulminante na india e no leste da
Asia, que muitas vezes apresenta-se em associacdo com HLA-DRB1*04:05-
DQB1*04:01, sem autoanticorpos para ilhotas e com inflamagédo pancreatica
global (KAWABATA; IKEGAMI; AWATA; IMAGAWA et al., 2009; WANG;
ZHENG; TU; DAl et al., 2016).

Por outro lado, a forma mais comum de Diabetes mellitus no Japao é
Diabetes mellitus dependente de insulina lentamente progressivo (Slowly
Progressive Insulin-Dependent Diabetes Mellitus - SPIDDM), que é uma forma
autoimune de DM que progride em um ritmo mais lento do que o DM1 tipico
(KOBAYASHI, 1994). A perda mais lenta da fungdo das células € também
observada no Diabetes mellitus autoimune latente em adultos (Latent
Autoimmune Diabetes mellitus in Adults - LADA) (MISHRA; HODGE;
COUSMINER; LESLIE et al., 2018), embora, diferentemente do SPIDDM, esta
entidade seja, por definicdo, diagnosticada em individuos com mais de 30 anos
de idade.

Pequenas diferencas entre grupos étnicos incluem aqueles vistos nos
Estados Unidos, onde as criangas negras hispanicas ou nao-hispanicas
desenvolvem autoanticorpos para ilhotas em idade mais avancada, tém menor
risco e taxas mais lentas de progressédo (TOSUR; GEYER; RODRIGUEZ,;
LIBMAN et al., 2018). Ainda, no inicio do DM1, sao mais velhas, tém IMC mais
alto e glicemia mais elevada do que as criangas brancas nao-hispanicos
(REDONDO; LIBMAN; CHENG; KOLLMAN et al., 2018; TOSUR; REDONDO,
2018). Um estudo publicado em 2023 mostrou que certas populag¢des africanas
tém uma forma de DM1 em que, os autoanticorpos usualmente encontrados em
populagdes europeias, nao estao presentes (KATTE; MCDONALD; SOBNGWI,

JONES, 2023). Esses dados salientam a heterogeneidade do Diabetes mellitus.



O DM1 apresenta diferengcas profundas de acordo com a idade do
portador (LEETE; MALLONE; RICHARDSON; SOSENKO et al., 2018;
PARVIAINEN; HARKONEN; ILONEN; BUT et al., 2022). A idade no momento do
diagndstico reflete parcialmente a taxa de progressao através dos estagios pré-
clinicos do DM1, que ocorre mais rapidamente com o inicio precoce da
autoimunidade de ilhota. Além disso, o quadro clinico € mais grave, com maior
frequéncia de cetoacidose diabética em criancas do que em adultos (CASU;
KANAPKA; FOSTER; HIRSCH et al., 2020). A predisposi¢cao genética também
pode diferir entre 0 DM1 de inicio na infancia e o DM1 de inicio na idade adulta
(HOWSON; ROSINGER; SMYTH; BOEHM et al., 2011; MISHRA; CHESI;
COUSMINER; HAWA et al., 2017).

Gendtipos HLA associados ao DM1 sdo menos frequentes e a carga das
regides genéticas relacionadas ao DM1 (conforme medido pelos scores de risco
genético de DM1, uma combinagao ponderada dos polimorfismos associados ao
DM1 em regides HLA e ndo HLA) torna-se mais baixa conforme aumenta a idade
ao diagnodstico (HOWSON; ROSINGER; SMYTH; BOEHM et al., 2011;
THOMAS; JONES; WEEDON; SHIELDS et al., 2018). Ainda, positividade para
um unico autoanticorpo ocorre com mais frequéncia no inicio da idade adulta do
que no DM1 pediatrico (REDONDO; SOSENKO; LIBMAN; MCVEAN et al.,
2020). Embora agora se reconhec¢a que mais casos sdo diagnosticados durante
idade adulta do que na infancia, o DM1 de inicio na idade adulta ainda é pouco
estudado e, no ambiente clinico, é frequentemente classificado erroneamente
como Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (LESLIE; EVANS-MOLINA; FREUND-
BROWN; BUZZETTI et al., 2021; THOMAS; JONES; WEEDON; SHIELDS et al.,
2018).

2.2.3 Autoimunidade de ilhotas do Diabetes mellitus tipo 1

A heterogeneidade na autoimunidade das ilhotas & evidenciada pelas
caracteristicas de células imunes infiltrantes dentro e ao redor das ilhotas
pancreaticas e autoanticorpos de ilhotas circulantes (por exemplo, para GADG65,
IA-2 — também conhecido como ICA512 — ZnT8 e insulina).

Uma pequena porcentagem de individuos, ndo apresenta autoanticorpos
séricos mensuraveis para ilhotas (ROSS; WARD; GOMBER; OWAIS et al.,



2022). Isso se deve, possivelmente, devido a disfungao das ilhotas resultante de
autoimunidade celular, sem circulagcdo marcadores humorais ou disfuncdo de
ilhotas resultantes de causas n&o autoimunes, como mutagbes em genes nao
identificados (CARLSSON; SHEPHERD; ELLARD; WEEDON et al., 2020;
ORAM; PATEL; HILL; SHIELDS et al., 2016).

O Diabetes mellitus propenso a cetose, que € mais comum em individuos
de origem africana ou ascendéncia asiatica do que em pessoas de ascendéncia
europeia, apresenta dependéncia intermitente de insulina e pode carecer de
autoanticorpos e associagdes tipicas HLA (BALASUBRAMANYAM; NALINI;
HAMPE; MALDONADO, 2008).

A soroconversao relacionada a autoimunidade geralmente ocorre durante
0s primeiros 6 anos de vida, mas tanto o curso do tempo quanto a sequéncia de
0 aparecimento no soro de tipos especificos de autoanticorpos variam de acordo
com cada organismo (GHALWASH; DUNNE; LUNDGREN; REWERS et al.,
2022; ILONEN; LAINE; KIVINIEMI; HARKONEN et al., 2022; KRISCHER; LIU;
LERNMARK; HAGOPIAN et al., 2021). Essa questao pode implicar um elemento
de estocasticidade na geragdo de autoanticorpos, embora etiologias mais
especificas associadas com endotipos relacionados com a idade tenham sido
propostas (LAINE; VALTA; TOPPARI; KNIP et al., 2022; PARVIAINEN;
HARKONEN; ILONEN; BUT et al., 2022) (Figura 2).

O fato de a geracéo de anticorpos ocorrer frequentemente no inicio da
vida, implica que os eventos desencadeadores de autoimunidade das ilhotas
podem estar ativos em idades mais jovens (REDONDO; MORGAN, 2023),
possivelmente durante os primeiros 2 anos de vida, mesmo que estes nao
conduzam imediatamente ao inicio da doenga. Assim, outros parametros devem
ditar a taxa na qual ocorre disfungdo e morte das células (3 (tais como o endotipo
manisfestado). Pesquisas em torno daqueles que desenvolvem DM1 mais tarde
na vida, e também tém um desenvolvimento mais precoce de autoanticorpos de
ilhotas (consistente com inicio precoce do processo autoimune), sao
encorajadas (REDONDO; MORGAN, 2023).



FIGURA 2 — FISIOPATOLOGIA DO DM1 DE INiCIO NA INFANCIA,
ADOLESCENCIA E IDADE ADULTA
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A patofisiologia e os endotipos do Diabetes mellitus tipo 1 (DM1) englobam complexas interacdes
entre as células B e o sistema imunoldgico, que podem desencadear e modular a autoimunidade
e a subsequente destruigdo das células beta. A contribuigéo relativa dos distintos tipos celulares
na progressao da doenga varia conforme a idade de inicio. Dessa forma, a representacao
simbdlica do verde sugere um papel protetor, enquanto o vermelho indica um envolvimento
progressivo no desenvolvimento do DM1. O desequilibrio imunolégico é particularmente
acentuado em pacientes que manifestam DM1 em idades mais precoces, quando a patologia
assume um carater mais agudo e severo. Conforme a idade avanga, observa-se uma atenuagéo
gradual tanto da autoimunidade quanto da taxa de perda das células B. As células T CD4 sao
ativadas por autoantigenos especificos das ilhotas, os quais variam entre os diferentes subtipos
endofenotipicos da doenca. A interleucina-2 (IL-2) exerce um efeito diferencial ao estimular tanto
as células T efetoras CD8* quanto as células T reguladoras, com esta ultima resposta sendo

Sobrevivéncia




observada em baixas concentragdes de IL-2. As células T reguladoras desempenham um papel
essencial na protegdo contra a destruicdo das células beta. Por outro lado, a interleucina-6 (IL-
6) estimula a inflamagéo e inibe a regulacdo imunoldgica. As células T CD8 ativadas sao ativadas
pelo interferon-alfa (IFN-a) e pela interleucina-1 (IL-1), desempenhando um papel crucial na
agressao as células beta. Em situacdes de estresse, as células f aumentam a expresséo de
complexo de histocompatibilidade classe 1 (HLA 1) e secretam IFN-a, o que desencadeia e atrai
as células CD8. No entanto, esse processo destrutivo pode ser mitigado pela agdo das proteinas
GLP-1 e EGF, as quais exercem um efeito redutor sobre o estresse celular. Por sua vez, a
sinalizagdo de interferon-gama (IFN-y) estimula a expressdao de PD-L1 e promove a
sobrevivéncia das células .

Fonte: Adaptado de den Hollander e Roep (2022).

No estudo TEDDY, o agrupamento de 370 criangas de acordo com a seu
perfil longitudinal de autorreatividade a insulina, GAD e |A-2, revelaram
estratificacdo da probabilidade de progressdao para DM1 clinico
(ENDESFELDER; ZU CASTELL; BONIFACIO; REWERS et al., 2019). Uma
analise mais granular revelou que, a idade mais precoce na soroconversao para
cada dos autoanticorpos, foi a caracteristica discriminatéria mais importante na
determinagao da provavel progressao para a doenga, independentemente dos
perfis absolutos de especificidade dos autoanticorpos. Em um estudo alemao, a
idade ao diagndstico foi um fator critico para fornecer uma base para
estratificacdo do nivel residual de peptideo C (ACHENBACH; HIPPICH;
ZAPARDIEL-GONZALO; KARGES et al., 2022). No geral, a idade jovem e a
soroconversdao precoce foram associadas a respostas inflamatorias mais

intensas.

2.2.4 Fatores metabdlicos do Diabetes mellitus tipo 1

Algumas pessoas com DM1 também apresentam caracteristicas
tipicamente associadas ao DM2, como resisténcia a insulina, obesidade ou
associagdes genéticas especificas (FERRARA; GEYER; EVANS-MOLINA;
LIBMAN et al., 2017; REDONDO; GEYER; STECK; SOSENKO et al., 2018;
REDONDO; SOSENKO; LIBMAN; MCVEAN et al., 2020). Esta observagao nao
€ surpreendente, haja vista que o DM2 € comum na populagdo em geral, e por
isso, espera-se que algumas pessoas com DM1 desenvolvam DM2 de forma
independente.

Foi demonstrado que IMC elevado acelera o inicio clinico do DM1
(CENSIN; NOWAK; COOPER; BERGSTEN et al., 2017; FERRARA; GEYER;



EVANS-MOLINA; LIBMAN et al., 2017), e este efeito foi mais pronunciado em
hispanico, que apresentaram aumento de 400% no risco, do que em criancgas
brancas nao-hispanicas, em que foi demonstrado um aumento de 34% no risco
(TOSUR; GEYER; RODRIGUEZ; LIBMAN et al., 2018). O excesso de peso ou
obesidade, idade avancada, aliado a positividade para um unico autoanticorpo,
foram associados a melhor preservagao das concentracdes de peptideo C em
relacdo as concentragdes plasmaticas de glicose (NATHAN; BOULWARE;
GEYER; ATKINSON et al., 2017; REDONDO; NATHAN; JACOBSEN; SIMS et
al., 2021).

A obesidade pode influenciar a progressao da autoimunidade das ilhotas
através da inflamagao, estresse do reticulo endoplasmatico e apoptose de
células B (WU; BALLANTYNE, 2020). No DM2, a elevagédo da proporgéo de
células T auxiliares em relagdo as células T reguladoras (TAO; LIU; GONG,
2019), citocinas pro-inflamatoérias (como CCL2 e TNF) (BUTCHER; HALLINGER;
GARCIA; MACHIDA et al., 2014) células T reativas as ilhotas e autoanticorpos
de ilhotas foram descritos (BROOKS-WORRELL; REICHOW; GOEL; ISMAIL et
al., 2011)

Assim, entre adolescentes e criangas >9 anos de idade, sem HLA de alto
risco, DR4-DQ8 ou haplétipos DR3-DQ2, a autoimunidade das ilhotas tem maior
probabilidade de progredir em aqueles com sobrepeso ou obesidade do que
aqueles sem (FERRARA-COOK; GEYER; EVANS-MOLINA; LIBMAN et al.,
2020).

2.2.5 Carga genética do Diabetes mellitus tipo 1

Um score de risco genético de DM1 mais alto (indicando uma carga
genética mais alta para da doenca), correlaciona-se com maior risco de DM1 e
progressao mais rapida através dos estagios pré-clinicos (REDONDO; GEYER,;
STECK; SHARP; WENTWORTH; WEEDON; ANTINOZZI; SOSENKO;
ATKINSON; PUGLIESE; ORAM et al., 2018). A capacidade da genética de
prever o risco de progressao para DM1 clinico enfraquece progressivamente a
partir do inicio da autoimunidade das ilhotas com um unico autoanticorpo até a
transicdo para positividade multipla e depois para o diagnostico de DM1
(REDONDO; GEYER; STECK; SHARP; WENTWORTH; WEEDON; ANTINOZZI;



SOSENKO; ATKINSON; PUGLIESE; ORAM et al., 2018). Ainda, as regides
genéticas especificas envolvidas em cada etapa, sdo altamente variaveis
(KRISCHER; LIU; LERNMARK; HAGOPIAN et al., 2022).

Por outro lado, gendtipos HLA associados ao DM1 foram menos
frequentes em individuos com positividade para multiplos autoanticorpos, que
nao progrediram para DM1 dentro de 10 anos apds soroconversao, em
comparag¢ao com criangas que apresentaram sintomas clinicos DM1 com idade
inferior aos 5 anos de idade (LONG; WILSON; BECKER; LIBMAN et al., 2018).
Além disso, as diferengcas geograficas também podem ser explicadas, pelo
menos em parte, por diferengas nos alelos HLA e haploétipos entre as populagdes
(Quadro 2).

Embora a maioria dos estudos genéticos de DM1 tenham sido conduzidos
em individuos de ascendéncia europeia, estudos emergentes em coortes de
outras etnias estao revelando variagao entre grupos étnicos no risco genético
conferido pelos alelos HLA (ONENGUT-GUMUSCU; CHEN; ROBERTSON;
BONNIE et al., 2019) (Figura 2).

QUADRO 2 — CARACTERISTICAS DO DM1E1 E DM1E2

Regido Haplétiplo Prevaléncia (%)
DR3-DQ2.5 7,2
DR4-DQ8.1 4,7
Africa DR9-DQ9.3 0,0
DR15-DQ6.1 ou DR15-DQ6.2 12,8
DR13-DQ6.3 ou DR13-DQ6.9 5,9
DR3-DQ2.5 6,8
DR4-DQ8.1 5,7
Leste da Asia DR9-DQ9.3 15,5
DR15-DQ6.1 ou DR15-DQ6.2 10,1
DR13-DQ6.3 ou DR13-DQ6.9 2,7
DR3-DQ2.5 12,2
DR4-DQ8.1 9,8
Europa DR9-DQ9.3 1,0
DR15-DQ6.1 ou DR15-DQ6.2 141
DR13-DQ6.3 ou DR13-DQ6.9 6,8
DR3-DQ2.5 8,9
DR4-DQ8.1 8,3
Oriente médio DR9-DQ9.3 0,4
DR15-DQ6.1 ou DR15-DQ6.2 9,1
DR13-DQ6.3 ou DR13-DQ6.9 5,3




A prevaléncia dos cinco haplotipos HLA-DR-DQ que estao associados a suscetibilidade ou a
resisténcia ao Diabetes mellitus tipo 1 (DM1) varia entre regides geograficas (REDONDO;
GIGNOUX; DABELEA; HAGOPIAN et al., 2022).

Fonte: Redondo e Morgan (2023).

Apoiando ainda mais o conceito de que os mecanismos patogénicos
normalmente associado ao DM1 ou DM2 podem combinar e interagir em um
mesmo individuo, foi demonstrado que variantes genéticas do TCF7L2
(Transcription factor 7-like 2; Fator de transcrigédo 7 tipo 2) que conferem risco ao
DM2, também modificam o curso natural (REDONDO; STECK; SOSENKO;
ANDERSON et al.,, 2018) e a apresentacdo do DM1 (REDONDO; GEYER;
STECK; SOSENKO et al., 2018; REDONDO; MUNIZ; RODRIGUEZ; IYER et al.,
2014). Individuos com DM1 de inicio recente e positividade para um unico
autoanticorpo, isto é, apenas autoimunidade de grau leve, tém maior
probabilidade de ter resisténcia a insulina e, entre adolescentes e adultos,
portadores do alelo no polimorfismo no gene TCF7L2 associado ao DM2 do que
aqueles com multipla positividade para autoanticorpos (REDONDO; MUNIZ;
RODRIGUEZ; IYER et al., 2014).

Consistente com estas conclusdes, entre os doadores da Rede para
Doadores de Orgéos Pancreaticos com Diabetes (network for Pancreatic Organ
Donors with diabetes - nPOD) com DM1, aqueles com o alelo de risco no gene
TCF7L2, em comparagao com doadores sem o alelo, tiveram uma frequéncia
maior de ilhotas residuais contendo insulina apds o ajuste para idade de inicio e
duragcdo do DM, IMC, z-score, sexo e raga afro-americana (REDONDO;
RICHARDSON; PERRY; MINARD et al., 2023).

Além disso, os participantes do T1DM Exchange com DM1 estabelecido
portadores do polimorfismo no gene TCF7L2 associado ao DM2, em
comparagao com aqueles que nao o possuiam o polimorfismo, apresentaram
menor probabilidade de possuirem os gendtipos HLA associados ao DM1
(REDONDO; GRANT; DAVIS; GREENBAUM et al., 2017).

2.2.6 Endotipos do Diabetes mellitus tipo 1

Os endotipos de doengas, sao definidos como tendo processos

patolégicos intrinsecamente Unicos, que necessitam de abordagens de



tratamento especificas e tém implicagdes prognosticas (REDONDO; STECK;
SOSENKO; ANDERSON et al., 2018). Os endotipos diferem dos fenétipos, que
representam caracteristicas ou tragos observaveis de uma doencga, e que nem
sempre implicam em um mecanismo distinto. Por exemplo, diferentes graus de
gravidade ou taxas de progressado de uma doencga sao caracteristicas fenotipicas
e isso n&o implica necessariamente uma patogénese idiossincratica. De forma
similar, idade ou sexo do paciente pode modular a expressdo de um fenétipo
sem que o resultado seja qualificado como um endotipo (REDONDO; MORGAN,
2023).

Em contraponto, um fenétipo distinto € muitas vezes o primeiro indicador
de um mecanismo patogénico diferente. E quando um mecanismo molecular ou
celular distinto pode ser atribuido, e/ou eficacia de comprovado tratamento
especifico, o fenotipo € mais bem identificado como um endotipo ou uma doenga
separada. Um claro exemplo é o diabetes de inicio na maturidade dos jovens
(Maturity Onset of Diabetes in the Young - MODY), que foi reconhecido como
uma entidade separada do DM1 ou DM2 apds se observar o fenétipo distinto de
jovens com Diabetes mellitus brando, e histéria familiar de Diabetes mellitus
consistente com heranga mendeliana (REDONDO; GRANT; DAVIS;
GREENBAUM et al., 2017). Este fenotipo mostrou responder a tratamento nao
insulinico (REDONDO; GRANT; DAVIS; GREENBAUM et al., 2017; REDONDO;
MUNIZ; RODRIGUEZ; IYER et al., 2014; REDONDO; RICHARDSON; PERRY;
MINARD et al., 2023) e décadas depois foi atribuido a mutagdo genética
especifica (REDONDO; MUNIZ; RODRIGUEZ; IYER et al., 2014).

Em resumo, a heterogeneidade fenotipica pode apoiar a heterogeneidade
patogénica, mas provando a existéncia de endotipos separados requer a
identificacdo de mecanismos patogénicos distintos que sao passiveis de

tratamento especifico.

2.2.6.1 Endotipos 1 e 2 do Diabetes mellitus tipo 1

O primeiro nivel de heterogeneidade do DM1, reside na constatacao de
que as ilhotas dentro de um determinado pancreas, estdo sujeitas a ataques
imuno mediados em taxas variaveis ao longo do tempo (ATKINSON;
CAMPBELL-THOMPSON; KUSMARTSEVA; KAESTNER, 2020; POWERS,



2021; RICHARDSON; PUGLIESE, 2021). A histologia desse tecido revela focos
distintos de destruicdo das células B, com ilhotas em algumas regides
aparentemente intocadas enquanto outras, muitas vezes préximos, sao
desprovidas de imuno positividade para insulina. Mais uma vez, a idade é
importante, uma vez que as criancas com menos de 10 anos de idade no inicio
da doenca apresentam a menor heterogeneidade, com a maioria de suas células
B destruidas, e a maioria das ilhotas contendo insulina residual sob ataque
inflamatadrio ativo (LEETE; WILLCOX; KROGVOLD; DAHL-JORGENSEN et al.,
2016). Por outro lado, aqueles que desenvolvem DM1 na adolescéncia
apresentam um perfil de doenga muito menos agressivo com muitas ilhotas
contendo insulina (frequentemente >50%), a maioria dos quais ndo possuem
infiltrados inflamatdrios. Tem sido dificil atribuir essas diferencas para qualquer
arquitetura genética subjacente, mas surgiram indicios de que certos
polimorfismos predisponentes em genes, incluindo IKZF3 e IL10, estao
associados a criangas com diagnéstico em idade inferior a 7 anos de idade
(INSHAW; CUTLER; CROUCH; WICKER et al., 2020).

Alinhados com uma variabilidade nas proporgdes de ilhotas inflamadas,
estdo variagbes substanciais na magnitude e composigdo das células imunes
infiltrantes. Em criangas mais novas (<7 anos de idade), os infiltrados
inflamatorios associados as ilhotas compreendem um grande numero de ambas
as ceélulas T CD8" e células B CD20*, enquanto em criangas mais velhas (213
anos de idade) o numero absoluto de células T CD8" infiltrantes € normalmente
muito mais baixo e muito poucas células B CD20" sdo detectadas (INSHAW;
CUTLER; CROUCH; WICKER et al., 2020; LEETE; ORAM; MCDONALD;
SHIELDS et al., 2020).

E importante ressaltar que esses dois perfis imunoldgicos, segregam com
a idade no momento do diagnéstico, e eles ndo representam um continuum.
Inevitavelmente, porém, embora a dependéncia da idade dos perfis imunoldgicos
€ estrita para aqueles com menos de 7 anos ou >12 anos de idade, ha
sobreposi¢cao no grupo de idade intermediaria (8—12 anos). Como resultado,
ambos os perfis podem ser encontrados entre criancas em esta faixa etaria
intermediaria. Esta descoberta apoia fortemente a proposicdo de que os dois
perfis de células imunoldgicos refletem diferencas na etiologia da doenga. Assim,

dois endotipos imunolégicos foram propostos: endotipo 1 de DM1 (DM1E1) e



DM1 endotipo 2 (DM1E2) (LEETE; ORAM; MCDONALD; SHIELDS et al., 2020)
(Quadro 3). Apesar desta evidéncia, o conceito de endotipos no DM1 permanece
controverso (REDONDO; MORGAN, 2023).

QUADRO 3 — CARACTERISTICAS DO DM1E1 E DM1E2

DM1E1 DM1E2

Associacgao

et > .. |HLA DR4-DQ8 HLA DR3-DQ2
genética primaria

IAA 1° (<2 anos), depois IA-

Autoanticorpos de |2 com ou sem GAD65 GAD 1°, com ou sem outros
ilhotas Alta % de IAA+ e titulos IAA |autoanticorpos

no inicio do DM1

Baixa % de infiltracao de

Outros achados Alta % de infiltragao de células T CD8*;
imunolédicos células T CD8* e células B Muito baixa % de células B
9 CD20* nas ilhotas CD20* nas ilhotas

comparadas ao DM1E1;

T Pré-insulina/peptideo C;

o) LSRN T % células com insulina
1 % células com insulina;

Anormalidades nas

células Maturacao anommal comparadas ao DM1E1
Resposta a Sim Menos responsivo que
imunomoduladores DM1E1
QRS d_oengas Doenca celiaca Autoimunidade da tireoide
associadas

IAA, autoanticorpos contra a insulina (/nsulin AutoAntibodies); DM1E1, DM1 endotipo 1; DM1E2,
DM1 endotipo 2; DM, Diabetes mellitus tipo 1
Fonte: Redondo e Morgan (2023).

Em uma analise histoldgica adicional, de tecido pancreatico de pessoas
com DM1, revelou-se uma variagdo marcante na capacidade das células 8 no
processamento correto da insulina entre os dois tipos de endo propostos
(REDONDO; MORGAN, 2023). Em criangas com DM1 definido como DM1E1, a
maioria das ilhotas exibem evidéncias de processamento aberrante de pro-
insulina, levando a um acentuado aumento na proporgéo circulante de pro-
insulina em relacao ao peptideo C. Por contraste, em criancas com DM1 definido
como DM1E2, a maioria das ilhotas retém aparentemente processamento
normal de pro-insulina, e a proporgao circulante de pro-insulina ao peptideo C é
correspondentemente menor (LEETE; ORAM; MCDONALD; SHIELDS et al.,
2020).

A medida desta relagdo oferece um meio potencial para a diferenciagao

entre DM1E1 e DM1EZ2, entre criangas que desenvolvem DM1 entre 8 e 12 anos




de idade, onde qualquer um dos endotipos pancreaticos pode ser encontrado
(Figura 3).

FIGURA 3 — MODELO CONCEITUAL PARA DISTRIBUIGAO DOS
ENDOTIPOS DO Diabetes mellitus TIPO 1 POR IDADE DE INICIO

Inicio do DM1

<7 anos clle idade 713 anoslde idade 13-18 ancl>s de idade Adll,llto

!

DM1E1 DM1E2 DM2 DM duplo l

O Diabetes mellitus tipo 1 (DM1) pode se desenvolver como endotipo 1 de DM1 (DM1E1,
representado em vermelho) ou endotipo 2 (DM1E2, representado em amarelo). TIDE1 é o
endotipo predominante em criangas diagnosticadas com DM1 com menos de 7 anos de idade e
sua prevaléncia diminui acentuadamente em individuos diagnosticados em idades mais
avancadas. DM1E2 ¢ o tipo predominante apds os 7 anos de idade e aumenta com a idade,
tornando-se o endotipo predominante de DM1 depois dos 13 anos de idade. Na faixa etaria
intermediaria (7 a 13 anos), algumas criangas tém DM1E2 e outras criangas tém DM1E2. O
Diabetes mellitus tipo 2 (DM2), que é altamente prevalente em adultos, mas também aparece
em individuos mais jovens, podendo coexistir com DM1E2 e modificar suas caracteristicas,
resultando em Diabetes mellitus duplo; esta interagao é representada aqui como listras azuis e
amarelas.

Fonte: Redondo e Morgan (2023)

Concentragdes aumentadas de proé-insulina nao se limitam apenas ao
DM1, uma vez que essa elevagao também pode ocorrer no DM2 (e em idosos
com DM1). Entretanto, estudos indicam (LEETE; ORAM; MCDONALD;
SHIELDS et al., 2020; RODRIGUEZ-CALVO; CHEN; VERCHERE; HAATAJA et
al., 2021; SIMS; BAHNSON; NYALWIDHE; HAATAJA et al., 2019) que a
elevagao da pro-insulina, em propor¢cao ao peptideo C, esta particularmente
aumentada em criangas pequenas com DM1 (classificado como DM1E1). Esta
observagdo € consistente com evidéncias histologicas, implicando que o

processo de processamento da pré-insulina é afetado de forma muito maior



nestes pacientes (LEETE; WILLCOX; KROGVOLD; DAHL-JORGENSEN et al.,
2016).

Ao analisar o processamento da pré-insulina em criangcas com DM1, em
ultima analise, definido como DM1E2, uma descoberta particularmente
importante € que estes as criangas tém duas populagdes diferentes de ilhotas
pancreaticas (LEETE; ORAM; MCDONALD; SHIELDS et al., 2020). A primeira
dessas populacdes, tem segregagao aparentemente normal de insulina e pro-
insulina dentro das células B, enquanto a segunda populagdo apresenta
processamento de insulina equivalente ao observado no DM1E1.

De forma ainda mais intrigante, em amostras de pancreas de pacientes
com DM1 de longa duracéo, notou-se a falta de uma populacédo de ilhotas,
sugerindo que estas podem ter sido alvejadas seletivamente durante o processo
de ataque autoimune (REDONDO; MORGAN, 2023). As ilhotas residuais
contendo insulina nesses pacientes (que representava uma proporgdo muito
maior do numero total de ilhotas do que em DM1E1, conforme avaliado por co-
imunocoloragdo com um anti-glucagon anticorpo) nao apresentou
processamento aberrante de proé-insulina (LEETE; ORAM; MCDONALD;
SHIELDS et al., 2020).

Assim, as diferengas nos perfis das células imunolégicas, no
processamento da pré-insulina, na proporcdo de ilhotas residuais contendo
insulina e a extensao da perda de células 3 diferem entre DM1E1 e DM1E2
(Quadro 3).

E importante mencionar que, muitos desses estudos iniciais, foram
realizados através da amostragem de apenas uma populagdo das ilhotas
presentes em cada secado do pancreas. Essa limitagao foi uma consequéncia
inevitavel da natureza demorada da avaliagdo manual (REDONDO; MORGAN,
2023). Para se assegurar que estas conclusdes sejam totalmente
representativas, de uma populagédo mais ampla de ilhotas e com o advento da
digitalizacao de secgdes inteiras e da analise baseada em software, os dados
foram agora expandidos e resultados idénticos obtidos de muitos milhares de
ilhotas, em vez do que algumas dezenas a centenas, como havia sido estudado
anteriormente (REDONDO; MORGAN, 2023).

A evidéncia histologica que gerou o conceito de endotipo no DM1, foi

baseada em um numero relativamente pequeno de casos. No entanto, ha uma



boa razdo para este fato, uma vez que existem em todo o mundo poucas
amostras pancreas colhidas de pessoas com DM1 de inicio recente (REDONDO;
MORGAN, 2023).

Muitas destas amostras utilizadas em estudos, provém de pessoas que
tiveram o diagnéstico do DM1 em idade avangada. Nesse contexto, criangas
pequenas, com inicio recente da doenca, ficaram de fora dessas analises
(REDONDO; MORGAN, 2023). Esta falta de disponibilidade amostras
pancreaticas, pode ser a causa de ceticismo em relacdo ao conceito de endotipo,
ja que poucos histopatologistas viram em primeira mao as diferengas no perfil
imunoldgico entre DM1E1 e DM1E2 (REDONDO; MORGAN, 2023).

Redondo e Morgan (2023) enfatizam a separagao absoluta dos endotipos
propostos, DM1E1 e DM1E2, entre criangas <8 anos de idade versus aquelas
>13 anos de idade (REDONDO; MORGAN, 2023). Os autores mencionam que,
mesmo que esta diferenciagao se revele uma simplificagdo excessiva, isso nao
exclui a firme conclusdo de que os perfis imunoldgicos pancreaticos definem
diferentes etiologias da doengca (REDONDO; MORGAN, 2023).

2.2.6.2 Formas néo classicas de Diabetes mellitus tipo 1 com declinio lento da

funcao das células 3

Embora o DM1E2, o endotipo observado no DM1 de inicio na
adolescéncia e no inicio da idade adulta, tenha uma progressdo mais lenta da
perda da funcao das células B (ambos antes e depois do diagndéstico), do que
em criangas muito pequenas com DM1E1, a gravidade e a taxa de destruicéo
autoimune das ilhotas variam entre individuos com DM1E2 (REDONDO;
MORGAN, 2023).

Muitos desses individuos desenvolvem DM1 com caracteristicas classicas
(ou seja, perda rapida da fungéo das células ), possivelmente correspondendo
ao grupo de portadores de “diabetes autoimune grave” (Severe Autolmmune
Diabetes - SAID), proposto por Ahlqgvist e colaboradores (AHLQVIST; STORM,;
KARAJAMAKI; MARTINELL et al., 2018).

No outro extremo do espectro estdo aqueles com SPIDDM, que foi mais

amplamente descrito na populagdo japonesa (NISHIMURA; MATSUMURA;



KIKUNO; NAGASAWA et al., 2019), e LADA (MISHRA; HODGE; COUSMINER;
LESLIE et al., 2018), que é, por definigdo, diagnosticado em individuos acima de
30 anos de idade.

Redondo e Morgan (2023) propéem que SPIDDM e LADA sejam casos
extremos de DM1E2, com autoimunidade de ilhotas mais fraca do que a
observada no tipico DM1E2 (REDONDO; MORGAN, 2023).

Este conceito de autoimunidade de ilhotas mais fraca é apoiado pela
observagédo que individuos com LADA ou SPIDDM (Slowly progressive type 1
insulin-dependent Diabetes mellitus; Diabetes mellitus dependente de insulina
tipo 1 lentamente progressivo) (NISHIMURA; MATSUMURA; KIKUNO;
NAGASAWA et al., 2019) muitas vezes desenvolvem positividade para apenas
um autoantigeno de ilhotas, mais comumente GADA. Comparado com o ataque
agressivo as células B que ocorre no DM1 classico, a autoimunidade
relativamente leve de ilhotas caracteristica de LADA e SPIDDM leva mais tempo
para destruir as células B a ponto de causar o DM clinico (REDONDO; MORGAN,
2023).

Pacientes com LADA ou SPIDDM inicialmente tém fungdo de células 3
suficientes para manter a independéncia da insulina mesmo apés o diagndstico,
mas esta fase € apenas transitéria a medida que a doenga progride e mais
células 3 sdo perdidas (REDONDO; MORGAN, 2023).

No DM1 classico, a progressao para o DM é mais rapida do que em
SPIDDM e LADA, e os limiares para o DM clinico e dependéncia de insulina séo
cruzados quase simultaneamente. SPIDDM e LADA tém fortes pontos em
comum com o DM1 classico, incluindo regides genéticas HLA e ndo HLA
semelhantes, positividade para autoanticorpos de ilhotas, aumento da historia
pessoal e familiar de outras doencgas autoimunes e declinio da funcéo das células
B (REDONDO; MORGAN, 2023).

No entanto, o declinio caracteristicamente lento na fungao das células 3
no SPIDDM e LADA leva a idade avancgada de inicio do DM ou mesmo auséncia
de progressdo ao DM clinico, exceto na presenca de fatores diabetogénicos
adicionais.

Dentre eles, a resisténcia a insulina e defeitos de secrecao de insulina nao
autoimune (REDONDO; MORGAN, 2023). Essas causas diabetogénicas

adicionais sdo na maioria das vezes fatores relacionados ao DM2, que séo



coletivamente muito prevalentes na populagdo em geral (REDONDO; MORGAN,
2023).

Por outro lado, embora a arquitetura genética do LADA é o mais proximo
do DM1, nota-se alguma carga de DM2 (COUSMINER; AHLQVIST; MISHRA;
ANDERSEN et al., 2018), como polimorfismos TCF7L2 ou o locus HNF1A
associado ao DM2.

O fendtipo que resulta da combinacdo de DM1 e os mecanismos
patogénicos do DM2 receberam nomes diferentes na literatura, incluindo
Diabetes mellitus duplo (DMD) e Diabetes mellitus tipo 1,5 (LIBMAN; BECKER,
2003) (Quadro 4).

Uma funcgao residual persistente das células 3, embora ndo sustentada,
estad subjacente a resposta do LADA as terapias nao insulina, como certas
tiazolidinedionas (BROOKS-WORRELL; PALMER, 2013),
dipeptidilpeptidase IV (BUZZETTI; POZZILLI; FREDERICH; IQBAL et al., 2016),
terapias modificadoras da doenga, como com alumen formulado com GAD65
recombinante (GAD-alum) (AGARDH; LYNCH; PALMER; LINK et al., 2009) e
outros agentes (BUZZETTI; TUOMI; MAURICIO; PIETROPAOLO et al., 2020),

mas suas respectivas eficacias requerem verificagao mais detalhada (Quadro 4).

inibidores das

QUADRO 4 — FORMAS NAO CLASSICAS DE Diabetes mellitus COM
CARACTERISTICAS DE DM1 E DM2

Diabetes autoimune latente do Diabetes mellitus duplo
adulto (LADA) (DMD)

DM1 resultante de um ataqgue|DM com elementos de DM1

lentamente progressivo as células
que, para atingir o limiar para DM requer
mais tempo do que DM1 classico (por
definicdo, LADA aparece em pessoas
com mais de 30 anos de idade),
frequentemente em adicdo de outros
fatores diabetogénicos (como
resisténcia a insulina e/ou insuficiéncia
funcdo das células B). Os pacientes
ultrapassam o limiar para o DM, mas
ainda sdo independentes de insulina
(como no DM2) por pelo menos 6
meses (por definigdo) até que uma nova
perda de células B cause dependéncia
de insulina (como no DM1 classico).

(geralmente autoimunidade de ilhotas)
e DM2 (por exemplo, resisténcia a
insulina). Quando presentes durante os
estagios pré-clinicos do DM1, os
fatores de risco do DM2 podem
influenciar o risco e a taxa de
progressdo da autoimunidade das
ilhotas e o desenvolvimento do DM1
clinico (estagio 3). Em pacientes com
autoimunidade lentamente progressiva
das ilhotas (portanto, em risco de LADA
ou SPIDDM), DM2 pode ser um fator
definitivo na progressao para DM1. Se
o DMD constitui um endotipo n&o esta
claro.




Diabetes mellitus dependente de
insulina lentamente progressivo
(SPIDDM)

Diabetes mellitus 1,5 (DM1,5)

Causado pela destruicdo autoimune
lentamente progressiva das células (3 e,
portanto, a progressao para DM clinico
leva mais tempo do que no DM1 tipico,
como no LADA. O DM clinico se
desenvolve em wuma idade mais
avancada do que no DM1 tipico e
muitas vezes o faz com a ajuda de
mecanismos adicionais relacionados ao
DM2. Ao contrario do LADA, a definicédo
do SPIDDM néo se limita a individuos
>30 anos que tiveram pelo menos 6
meses de independéncia de insulina.

Este termo é frequentemente aplicado
em dois contextos: primeiro, como
sinbnimo de DMD: DM com elementos
de DM1 (geralmente autoimunidade de

ilhotas) e DM2 (por exemplo,
resisténcia a insulina).
Segundamente, o DM1 lentamente
progressivo que inicialmente se

apresenta como nao dependente de
insulina (frequentemente levando a um
diagndstico  incorreto  de  DM2,
particularmente se os autoanticorpos
das ilhotas ndo forem medidos), mas
progride a dependéncia de insulina
mais rapidamente do que o esperado
para o DM2, que muitas vezes solicita

testes que revelam positividade de
autoanticorpos e uma revisdo do
diagnoéstico como DM1.

Abreviagdes: DM: Diabetes mellitus, DM1: Diabetes mellitus tipo 1; DM2: Diabetes mellitus tipo
2; DMD: Diabetes mellitus duplo; DM1,5: Diabetes mellitus 1,5; LADA: latent autoimmune
diabetes of adults; SPIDDM: slowly progressive insulin dependent Diabetes mellitus.
Referéncias: 1. Juneja e Palmer (1999)

Fonte: Redondo e Morgan (2023).

Foi proposto que o LADA representa outro endotipo de DM (REDONDO;
RICHARDSON; PERRY; MINARD et al., 2023). No entanto, Redondo e Morgan
(2023) nao acreditam que até o momento haja evidéncia de que o mecanismos
patogénicos, que levam a perda da fungdo das células f no LADA, ou no
SPIDDM, possam ser diferentes do DM1E2 (REDONDO; MORGAN, 2023). Em
vez disso, essas formas, fenotipicamente diferente do DM1 classico, podem ser
explicadas por um menor grau de gravidade e uma taxa mais lenta de progresséo
da doenga em comparagdo com o DM1E2. Para aumentar a controvérsia em
curso, outros investigadores argumentam que LADA representa uma mistura de
dois subconjuntos de individuos com ou DM1 ou DM2 (POWERS, 2021).

2.2.6.3 Mecanismos patogénicos do DM2 em individuos com DM1E2

Resisténcia a insulina, obesidade ou associa¢des genéticas especificas
de DM2 (FERRARA; GEYER; EVANS-MOLINA; LIBMAN et al., 2017;



REDONDO; GEYER; STECK; SOSENKO et al., 2018; REDONDO; SOSENKO;
LIBMAN; MCVEAN et al., 2020), podem acompanhar ndo apenas LADA ou
SPIDDM, mas também o DM1 classico (FERRARA-COOK; GEYER; EVANS-
MOLINA; LIBMAN et al., 2020; FERRARA; GEYER; EVANS-MOLINA; LIBMAN
et al., 2017; REDONDO; GEYER; STECK; SOSENKO et al., 2018; REDONDO;
MUNIZ; RODRIGUEZ; IYER et al., 2014; REDONDO; NATHAN; JACOBSEN,;
SIMS et al., 2021; REDONDO; SOSENKO; LIBMAN; MCVEAN et al., 2020).

Como o DM2 raramente se desenvolve em criangcas pré-puberes
(ASTUDILLO; TOSUR; CASTILLO; RAFAEY et al., 2021), essa forma de
diabetes coexiste mais frequentemente nas fases pré-clinicas, com DM1E2, que
se desenvolve apds os 7 anos de idade. A resisténcia a insulina, obesidade e
genes que estao tipicamente associados ao DM2 podem modificar a progressao
da autoimunidade das ilhotas, acelerar o diagnéstico do DM1 e modificar sua
apresentacao clinica e seu curso (REDONDO; EVANS-MOLINA; STECK;
ATKINSON et al., 2019).

Além disso, a influéncia da obesidade no inicio e progressdao da
autoimunidade (FERRARA-COOK; GEYER; EVANS-MOLINA; LIBMAN et al.,
2020), sugere que os mecanismos relacionados a obesidade podem ser alvos
para a preveng¢ao do DM em pessoas com positividade para autoanticorpos.

Os fatores de risco do DM2 sao variaveis continuas sem limiares precisos
e, portanto, utiliza-los como critérios para uma classificagédo rigida continuara a
deixar heterogeneidade dentro e sobreposigdes entre as categorias (REDONDO;
HAGOPIAN; ORAM; STECK et al., 2020). Uma abordagem alternativa é evitar
uma maior categorizacdo do DM e simplesmente avaliar, em cada individuo com
DM1, se a presenca e o grau dos mecanismos de DM2 justificam tratamento
especifico ou medidas preventivas (REDONDO; MORGAN, 2023).

2.2.7 Diagnostico do Diabetes mellitus tipo 1

Na infancia, o DM1 tem aumento de incidéncia de acordo com a idade,
atingindo seus principais picos ao 5 e 7 anos, ou no inicio da puberdade, entre
10 e 14 anos de idade (TERADA; URAKAMI; NAGANO; MINE et al., 2023).

Sendo assim, a incidéncia de DM1 diminui apds os 14 anos de idade, persistindo



nesse contexto até a fase adulta, em que os diagnésticos podem ocorrer
(REGNELL; LERNMARK, 2017; TERADA; URAKAMI; NAGANO; MINE et al.,
2023).

Pacientes com DM1, geralmente apresentam sintomas agudos de
diabetes (poliuria, polidipsia, nocturia, enurese, perda de peso) e concentragdes
plasmaticas de glicose no sangue marcadamente elevadas, e 40-60% séao
diagnosticados com cetoacidose diabética com risco de vida (ALONSO;
COAKLEY; PYLE; MANSEAU et al., 2020; JENSEN; STAFFORD; SAYDAH;
D'AGOSTINO et al., 2021; REWERS; DONG; SLOVER; KLINGENSMITH et al.,
2015). Os sintomas classicos associados a glicose plasmatica aleatoria
>200mg/dL aparecem como marcas de diagnodstico de DM1 em criangas e
adolescentes e em menor proporgdo em adultos (ADA, 2022).

Tendo em vista a caracteristica fisiopatoléogica do DM1 classico, essa
doenca pode ser detectada por meio da dosagem de autoanticorpos contra as
ilhotas pancreaticas, como ocorre em doencgas de cunho autoimune (ATKINSON;
EISENBARTH, 2001; HENSMAN; GOOLEY; JANUSZEWSKI; LEE et al., 2022).
Mais de 90% dos individuos com Diabetes mellitus tipo 1 com o diagndstico
recente, apresentam ou mais autoanticorpos, como os autoanticorpos contra as
ilhotas (islet cell autoantibodies — ICA), autoanticorpos contra a insulina (insulin
autoantibodies - |AA), autoanticorpos contra acido glutdmicodescarboxilase
(glutamic acid decarboxylase - GADG65) e autoanticorpos antitirosina fosfatase
IA2 (insulinoma-associated autoantigen 2 - IA2A) (ATKINSON; EISENBARTH,
2001; KATSAROU; GUDBJORNSDOTTIR; RAWSHANI; DABELEA et al., 2017).
De acordo com a mais recente recomendacgdes clinicas da ADA, a presencga de
varios anticorpos de ilhotas é considerada um risco fator para diabetes clinico e
sua detecgao é recomendada para triagem para o DM1 pré-sintomatico (ADA,
2022).

Embora a presenca de anticorpos de ilhotas pode ser encontrada em
maioria dos pacientes com DM1, a auséncia dos autoanticorpos, no entanto, nao
exclui o DM1, uma vez que aproximadamente 5-10% dos europeus brancos com
DM1 de inicio recente tém anticorpos negativos para ilhotas (HOPE; WIENAND-
BARNETT; SHEPHERD; KING et al., 2016; SHIELDS; PETERS; COOPER,;
LOWE et al., 2015). Além disso, os anticorpos podem desaparecer com o tempo
(TRIDGELL; SPIEKERMAN; WANG; GREENBAUM, 2011).



E importante salientar que o DM1 se manifesta de diferentes formas em
criangas e adultos. Portanto, o diagnostico da condicdo deve ser conduzido de
forma singular para cada faixa etaria (MAYFIELD, 1998). A seguir, os critérios
de investigacédo e confirmacédo do diagndstico serdo apresentados para cada

populacéao.

2.2.8 O Diabetes mellitus tipo 1 infanto-juvenil

De modo geral, o DM1 é diagnosticado antes da fase adulta. Embora seus
sinais e manifestagdes clinicas possam ocorrer em qualquer idade, o diagndstico
€ mais comum em dois picos: na infancia, entre 4 e 6 anos, ou no inicio da
puberdade, entre 10 e 14 anos de idade (LI; HUANG; GAO, 2017).

O DM1 é responsavel por 90% dos casos de diabetes de inicio na infancia.
Entretanto, apenas 50% dos casos s&o diagnosticados antes da adolescéncia
(COLMAN; THOMAS; ZIMMET; WELBORN et al., 1999; MAYFIELD, 1998). Por
outro lado, o DM2 é mais raro na populagao infanto-juvenil. Tendo em vista a
progressao lenta da doenga, que muitas vezes ocorre em criangas muito
pequenas, com idade média de 5 anos, os sinais e sintomas da condi¢gdo, muitas
vezes, passam despercebidos (KATSAROU; GUDBJORNSDOTTIR;
RAWSHANI; DABELEA et al., 2017).

Os critérios de diagndstico de DM, em criangas e adolescentes, seguem
as diretrizes estabelecidas por entidades que sao referéncia no manejo da
doenca, a Sociedade Americana de Diabetes (ADA, American Diabetes
Associatio) (ADA, 2023) e Sociedade Internacional do Diabetes Pediatrico e
Adolescente (ISPAD, International Society for Pediatric and Adolescent
Diabetes) (DIMEGLIO; ACERINI; CODNER; CRAIG et al., 2018).

Se os sintomas estiverem presentes, a medicdo de glicose e cetonas
usando um glicosimetro a beira do leito ou o teste urinario com fitas reativas para
glicosuria e cetonuria (se um sistema de automagédo ndo estiver disponivel)
fornece uma ferramenta de triagem simples e sensivel. Se as concentragdes
plasmaticas de glicose estiverem elevadas, o encaminhamento imediato para um
centro ou instalagdo com experiéncia no tratamento de criangas com diabetes &
essencial. Esperar mais um dia especificamente para confirmar a hiperglicemia

€ desnecessario, e se as cetonas estiverem presentes no sangue ou na urina, o



tratamento é urgente, pois a cetoacidose pode evoluir rapidamente (DIMEGLIO;
ACERINI; CODNER; CRAIG et al., 2018). A ADA (2023) recomenda que as
criangas e adolescentes com sobrepeso ou obesidade com suspeita de ter DM2
devem ser testadas para um painel de autoanticorpos pancreaticos para garantir
que elas nao sofram de DM1 (DRAZNIN; ARODA; BAKRIS; BENSON et al.,
2022).

O IAA é um melhor marcador para criangas menores de 5 anos, sendo
menos frequente em adultos (HENSMAN; GOOLEY; JANUSZEWSKI; LEE et al.,
2022). Contudo, o IAA é encontrado no soro de pessoas sob terapia insulinica,
nao € indicado para diagnostico nessas circunstancias. Ja o anti-IA2 € mais
comum em jovens, indicando progressao para o DM clinico. A positividade de 2
ou mais anticorpos ocorre em 1:350 individuos e esta relacionada a risco alto
para DM1 (BEUNEN; VERCAUTER; VAN CROMBRUGGE; MOYSON et al.,
2022; HENSMAN; GOOLEY; JANUSZEWSKI; LEE et al., 2022).

Um estudo que acompanhou criangas com DM1, verificou que nao havia
autoanticorpos detectaveis no ato do diagnostico, apresentaram graus de
descompensacgao da doenga semelhantes as que tinham anticorpos positivos.
Isso demonstra que a presenca de autoanticorpos nao esta relacionada a
gravidade da doenga (BEUNEN; VERCAUTER; VAN CROMBRUGGE;
MOYSON et al., 2022; HENSMAN; GOOLEY; JANUSZEWSKI; LEE et al., 2022)

E possivel que DM1 e DM2 coexistam em pacientes pediatricos, quando
anticorpos para células B-pancreaticas sdo encontrados em uma crianga com
DM2, ou quando uma crianga com DM1 esta com obesidade ou algum nivel de
sobrepeso (POZZILLI; PIERALICE, 2018).

Face a esse contexto, evidencia-se a suma importancia de estabelecer
metodologias de diagndstico precoce de DM na populagao infanto-juvenil, bem
como a conducado de testes que possam esclarecer o endotipo da doenca
(INSEL; DUNNE; ATKINSON; CHIANG et al., 2015).

2.2.9 O Diabetes mellitus tipo 1 na fase adulta

De acordo com o supracitado, embora o diagndstico seja mais comum
antes dos 20 anos de idade, o DM1 pode ser desenvolvido na idade adulta.

Alguns pacientes com diabetes de inicio na idade adulta tém caracteristicas



mistas, do DM1 e DM2 (KISAND; UIBO, 2012; ROSARIO; REIS; FAGUNDES;
CALSOLARI et al., 2007). Como o que ocorre em pacientes com DM1,
portadores de LADA também produzem autoanticorpos, que por sua vez, que
atacam as células beta do pancreas (REDONDO; MORGAN, 2023). No entanto,
a diferenca primordial entre essas duas formas de diabetes esta na quantidade
de insulina secretada. Em pacientes com LADA, a secrecdo hormonal pode ser
suficiente, sem que haja necessidade de administragéo de insulina (HUMMEL,
2020).

Desta forma, na populagdo adulta, o diagndstico do DM1 & mais
desafiador, tendo em vista que nessa faixa etaria, o DM2 possui maior incidéncia
e alguns adultos ndo necessitam da terapia insulinica no ato do diagndstico, o
que pode resultar em um diagnéstico incorreto, e, consequentemente, em um
tratamento inadequado (BURGI; VILLIGER; DIEM, 1995).

Os sintomas classicos do diabetes, como a glicose ao acaso = 200mg/dL,
que sdo marcas do diagndstico de DM1 em criangas e adolescentes, ocorrem
em menor proporgdo em adultos (ADA, 2023). As caracteristicas que direcionam
o diagnostico na fase adulta sdo a idade é a idade do diagndstico (<35 anos), o
menor IMC (<25kg/m?), aliado a perda de peso nao intencional, cetoacidose e
hiperglicemia pronunciada (glicose >360mg/dL) (ALBERTI; ZIMMET, 1998;
KALIDOSS; UMAPATHY, 2019).

De acordo com o supracitado, na presenca de sinais e sintomas em
adultos com idade inferior a 35 anos, o diagnodstico de DM1 é o mais previsivel,
principalmente quando nao houver caracteristicas clinicas de DM2 ou diabetes
monogénico (TAYLOR, 2013). Ja para os maiores de 35 anos, com auséncia
autoanticorpos de ilhotas e idade avancada, o DM2 passa a ser o mais provavel.
Todavia, € importante salientar as dificuldades de diferenciar o DM1 do DM2 com
base sobre a idade e caracteristicas clinicas, particularmente em populacdes
europeias nao brancas (TOSUR; PHILIPSON, 2022).

Em adultos com DM1, o autoanticorpo o anti-GAD65 é mais
frequentemente positivo, com sensibilidade de 70 a 80% para o diagndstico do
quadro. Os diversos autoanticorpos, associados ao DM1, tendem a ser menos
prevalentes com o aumento da idade ao diagndstico, com excecado do anti-
GADG65 (TUOMI; GROOP; ZIMMET; ROWLEY et al., 1993). Portanto, esse € o

marcador autoimune adequado para a populagao adulta, independentemente da



necessidade de tratamento com insulina no diagnédstico e etnia (GHOZZI,
SOUGUIR; MELAYAH; ABIDI et al., 2021).

Para individuos com sintomas clinicos que sugerem DM1, a presenca de
um ou mais autoanticorpos para as ilhotas pancreaticas, prediz progressao
rapida da doenga, bem como deficiéncia severa de insulina (GILLESPIE, 2006).
Pessoas com essas caracteristicas, mesmo que nado tenham necessidade de
terapia com insulina no ato a descoberta, devem ser considerados portadores de
DM1 (BEUNEN; VERCAUTER; VAN CROMBRUGGE; MOYSON et al., 2022).

Outra dosagem que pode ser util no diagnostico de DM1, embora nao
esteja listado como critério oficial, € o de peptideo-C, que avalia a capacidade
das células B do pancreas de secretar insulina. Em 1967, Steiner e
colaboradores descreveram a sintese de insulina e identificaram uma molécula
precursora do horménio, a pro-insulina. O peptideo-C liga as cadeias A e B na
pré-insulina, facilitando seu processamento ao hormdnio final biologicamente
ativo (JONES; HATTERSLEY, 2013). Ap6s a clivagem da pré-insulina, o
peptideo-C fica armazenado em conjunto com a insulina, sendo posteriormente
secretados em conjunto, em quantidades equimolares (LUDVIGSSON, 2013).

Nesse contexto, o peptideo-C pode ser considerado como um marcador
independente da secreg¢ao pancreatica do horménio insulina (LUDVIGSSON,
2013). Logo, a dosagem desse marcador ndo deve ser realizada em pacientes
que estado em terapia com insulina, ao menos que o uso seja descontinuado. Os
resultados obtidos para a dosagem de peptideo-C podem direcionar o
diagnostico (JONES; HATTERSLEY, 2013). Os resultados obtidos sao avaliados
juntamente com os sinais clinicos do paciente, observados e obtidos durante
anamnese.

Um consenso entre entidades da area sugere um algoritmo para
identificar os adultos com DM1. Parte do processo envolve testar todos os
adultos com sinais de diabetes para autoanticorpos, especificamente para o
autoanticorpo dominante, o anti-GAD65 (BUZZETTI, R.; DI PIETRO, S,
GIACCARI, A.; PETRONE, A. et al., 2007; HOLT, R. I. G.; DEVRIES, J. H;
HESS-FISCHL, A.; HIRSCH, I. B. et al., 2021).

Embora exista um consenso generalizado de que esses trés
biomarcadores (risco genético, autoanticorpos associados ao diabetes e

peptideo C) aliados a cuidados a avaliagao clinica pode ser valiosa (BUZZETTI,



RAFFAELLA; DI PIETRO, SERGIO; GIACCARI, ANDREA; PETRONE,
ANTONIO et al., 2007; HOLT, RICHARD I. G.; DEVRIES, J. HANS; HESS-
FISCHL, AMY; HIRSCH, IRL B. et al, 2021; LESLIE; EVANS-MOLINA;
FREUND-BROWN; BUZZETTI et al., 2021), a aplicagao destes testes aplicados
em uma base populacional seria caro, muitas vezes enganoso devido a falta de
especificidade da doencga e, em paises com poucos recursos, inaceitavelmente
caro. O algoritmo para investigacao da suspeita de casos de DM1 em adultos,

esta esquematizado na Figura 4 abaixo.

FIGURA 4 — FLUXOGRAMA DO ALGORITMO PARA INVESTIGAQAO DE
SUSPEITA DE Diabetes mellitus TIPO 1 EM ADULTOS RECEM
DIAGNOSTICADOS, COM BASE EM DADOS DE POPULACOES BRANCAS
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'Caracteristicas isoladas ndo confirmam o DM1. Os sinais mais discriminativos séo: a idade
menor de 35 anos no ato do diagnéstico, baixo IMC (<25 kg/m?), perda de peso ndo intencional,
cetoacidose e glicemia pronunciada (>360 mg/dL). Outras caracteristicas classicas também sao



importantes, como cetose sem acidose, histoérico familiar de Diabetes mellitus tipo 1 e/ou outras
doengas autoimunes. 20 anti-GAD65 deve ser o primeiro autoanticorpo avaliado. Quando
negativo, deve ser realizada a dosagem de tirosina fosfatase 2 de ilhota (IA2). Em adultos com
idade inferior a 35 anos com resultado negativo para autoanticorpos, sem sinais de DM2 ou
diabetes monogénico, deve-se manter o diagnéstico de DM1, tendo em vista que de 5 a 10%
dos portadores de DM1 ndo apresentam anticorpos. 3Sugere-se diabetes monogénico na
presenga de uma ou mais das seguintes caracteristicas: HbA1c <7,5% no momento do
diagndstico, um dos pais com diabetes, caracteristicas de causa monogénica especifica (cistos
renais, lipodistrofia parcial, surdez hereditaria materna e resisténcia severa a insulina. “A
dosagem do peptideo-C é indicada para individuos que estédo sob terapia insulinica, ao menos
que ocorra a descontinuagéo da insulina (para excluir deficiéncia grave de insulina). Nao dosar
peptideo C dentro de 2 semanas de uma emergéncia hiperglicémica. °O DM2 tem como
caracteristicas o0 aumento do IMC (=25 kg/m2), auséncia de cetoacidose e hiperglicemia menos
acentuada. Caracteristicas menos discriminatérias incluem etnia nao branca, histérico familiar,
maior duragao e menor severidade dos sintomas, sinais da sindrome metabdlica e auséncia de
familiares com autoimunidade. ®Quando o teste genético n&o confirma o diabetes monogénico,
a classificacéo nao é clara e uma deciséo clinica deve ser tomada sobre o tratamento. Em alguns
casos, a terapia com insulina ndo é necessaria, no entanto, a decisao cabe a equipe médica. 'O
DM2 deve ser fortemente considerado em individuos mais velhos. Em alguns casos, cabe uma
investigacao de diabetes pancreatico, ou outras manifestacées da doenca. 8Uma pessoa com
vestigios de DM1, e que ndo é tratada com insulina, exigird monitoramento cuidadoso e
constante. ®*Valores de peptideo-C de 200-600 pmol/L, geralmente s&o consistentes com DM1
ou diabetes de inicio na maturidade dos jovens (MODY). Entretanto, pode ocorrer em DM2
tratado com insulina.

Fonte: Adaptado de Holt e colaboradores (2021).

Uma abordagem resumida aliada a uma recente declaragao de consenso
sobre as diretrizes para o manejo de pessoas com DM1 que ndo necessitam de
insulina, também conhecido como LADA ilustra as limitagdes e incertezas em
torno da proposta algoritmos para a classificagéo do diabetes de inicio na idade
adulta (BUZZETTI, RAFFAELLA; DI PIETRO, SERGIO; GIACCARI, ANDREA;
PETRONE, ANTONIO et al., 2007; HOLT, RICHARD I. G.; DEVRIES, J. HANS;
HESS-FISCHL, AMY; HIRSCH, IRL B. et al., 2021; LESLIE; EVANS-MOLINA;
FREUND-BROWN; BUZZETTI et al., 2021).

Segundo o exposto por Tuomi e colaboradores, 1993, que introduziram o
conceito de LADA, essa condi¢cdo contempla adultos diabéticos que podem nao
ter necessidade de introdugdo de insulina inicialmente, mas que apresentam
autoanticorpos contra as células beta do pancreas e rapida progressao para
insulino-dependéncia (TUOMI; GROOP; ZIMMET; ROWLEY et al., 1993).

A prevaléncia de LADA tem sido estimada em varias populagdes. Os
critérios utilizados para essa analise envolvem, principalmente, a idade de
diagndstico e a presenga de autoanticorpos (HOSSZUFALUSI; VATAY;
RAJCZY; PROHASZKA et al., 2003). Os autoanticorpos avaliados no LADA sao
0s mesmos presentes nos pacientes com DM1, sendo: GAD, IA-2 e ICA. Em um

estudo conduzido na ltalia, com 143 pessoas em idade superior a 40 anos,



verificou-se que os autoanticorpos anti-GAD estavam presentes em 2,8% deles
(HENSMAN; GOOLEY; JANUSZEWSKI; LEE et al., 2022; LIU; XIANG; LIU;
ZHOU, 2020).

A caracterizacao clinica inicial diferencia as duas formas de diabetes
associadas aos autoanticorpos no adulto, LADA e DM1. Nos pacientes com
LADA, ha auséncia de sinais e sintomas relacionados a cetoacidose diabética.
Esses pacientes também n&o apresentam hiperglicemia acentuada sintomatica
nos primeiros meses apdés o diagnéstico (HENSMAN; GOOLEY;
JANUSZEWSKI; LEE et al., 2022; LIU; XIANG; LIU; ZHOU, 2020; LUKAWSKA-
TATARCZUK; PAWLAK; ZIELINSKI; FRANEK et al., 2022). Portanto, nao
utilizam insulinoterapia logo apds a descoberta da condicdo (GOTTSATER,;
LANDIN-OLSSON; LERNMARK; FERNLUND et al., 1995; ROSARIO; REIS;
FAGUNDES; CALSOLARI et al., 2007; TUOMI; GROOP; ZIMMET; ROWLEY et
al., 1993). Nesse periodo, o LADA assemelha-se ao DM2. J4 o DM1 define-se
pela presencga dos sintomas classicos da condigao, como hiperglicemia, poliuria,
polidipsia, perda de peso néo intencional, cetonuria e até mesmo CAD. Para
esses pacientes, ha necessidade de insulinizagdo no ato do diagnéstico, ou o
mais rapido possivel (ALBERTI; ZIMMET, 1998; HOSSZUFALUSI; VATAY;
RAJCZY; PROHASZKA et al., 2003).

Para elucidacdo do caso clinico, os titulos de anti-GAD s&o de suma
importancia. Como a autoimunidade e a resisténcia perante o horménio insulina
coexistem no LADA, existem evidéncias que indicam que esses fatores
combinados, pode refletir nos titulos de anti-GAD (HENSMAN; GOOLEY;
JANUSZEWSKI; LEE et al., 2022; LIU; XIANG; LIU; ZHOU, 2020). Individuos
com combinacao de autoanticorpos, ICA e GAD ou GAD em altos titulos, tem
mais frequentemente deficiéncia de insulina, bem como caracteristicas
fenotipicas semelhantes aos Diabetes mellitus tipo 1 (TUOMI; GROOP;
ZIMMET; ROWLEY et al., 1993). A positividade para somente um anticorpo, ou
anti-GAD em baixos titulos associam-se com caracteristicas clinicas e
metabdlicas do Diabetes mellitus tipo 2 (BUZZETTI, R.; DI PIETRO, S,
GIACCARI, A.; PETRONE, A. et al, 2007; LOHMANN; KELLNER;
VERLOHREN; KRUG et al., 2001).



2.2.10 Genes envolvidos no Diabetes mellitus tipo 1

Embora esteja bem estabelecido que as principais associagdes genéticas
com doengas autoimunes envolvem a regiao do antigeno leucocitario humano
(Human Leukocyte Antigen - HLA) de classe Il (GREGERSEN; BEHRENS,
2006), outras variantes comuns tém sido identificadas (BARRETT; CLAYTON;
CONCANNON; AKOLKAR et al., 2009; GREGERSEN; BEHRENS, 2006).

Os genes que codificam moléculas HLA estdo localizados dentro do
Complexo Principal de Histocompatibilidade (Major Histocompatibility Complex -
MHC) no braco curto do cromossomo 6. O MHC é dividido em classe | (HLA-A,
-B e -C), classe Il (HLA-DR, -DQ e -DP) e classe lll (genes para componentes
do complemento). As proteinas codificadas pelos genes de classe | e a classe |l
sdo glicoproteinas da superficie celular transmembrana, que sao criticamente
envolvidos na apresentagcédo de antigenos proprios e estranhos como peptideos
curtos para linfocitos T (BUZZETTI; TUOMI; MAURICIO; PIETROPAOLO et al.,
2020). A evidéncia é que os genes de classe Il sdo mais importantes que os
genes de classe | e que os genes DQ sdo mais importantes que os genes DR.
Os principais genes para DM1, HLA-DQB1 e HLA-DRB1 no cromossomo 6p21.3,
representam aproximadamente 50% da suscetibilidade genética (BARRETT;
CLAYTON; CONCANNON; AKOLKAR et al., 2009; POCIOT; AKOLKAR;
CONCANNON; ERLICH et al., 2010). Essa associagdo do HLA €& mais
pronunciada no DM1 com inicio na juventude em comparagao com o DM1 com
inicio na idade adulta (LESLIE; EVANS-MOLINA; FREUND-BROWN; BUZZETTI
et al., 2021).

Variantes de risco de DM1, além do HLA, conferem risco ou protegao
para o DM1 e outras doengas autoimunes (BARANZINI, 2009; FORTUNE; GUO;
BURREN; SCHOFIELD et al., 2015; LETTRE; RIOUX, 2008; RIOUX; ABBAS,
2005; ZENEWICZ; ABRAHAM; FLAVELL; CHO, 2010). Por exemplo, o gene
antigeno 4 do linfocito T citotdxico (cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 4
— CTLA-4) e o gene tirosina fosfatase nao-receptora 22 (protein tyrosine
phosphatase nonreceptor-type 22 - PTPN22) (ARMITAGE; WALLET,;
MATHEWS, 2021; NIECHCIAL; BUTTER; MANZ; OBIALO et al., 2020; WIEDE;
LU; DU; LIANG et al., 2020). Mais de 60 polimorfismos genéticos além dos alelos
HLA foram associados ao risco de DM1 (KORMENDY; HOFF; HOFF; BROKER



et al., 2013; STORLING; POCIOT, 2017).

Polimorfismos genéticos na regido a montante do promotor do gene da
insulina (INS), bem como nos genes CTLA4, PTPN22, IRS-1, ICOS e SUMO4
conferem um risco substancial para DM1, com uma razdo de chances (Odds
Ratio - OR) entre 1,8 e 2.5 (JERRAM; LESLIE, 2017).

Foi demonstrado que em pacientes com LADA os alelos de risco do gene
que codifica a insulina eram tao prevalentes em LADA quanto em DM1 com inicio
na infancia, consistente com vias relacionadas a insulina desempenhando um
papel importante no DM1 independentemente da idade de inicio ou modo de
inicio (MISHRA; CHESI; COUSMINER; HAWA et al., 2017).

Estudos genéticos identificaram varios polimorfismos dentro de um
numero seleto de genes PTPN associados ao DM1 ou DM2. Polimorfismos para
os genes PTPN2 e PTPN22 que codificam uma tirosina fosfatase linféide, em
particular, exibem forte associagcdo com DM1 (SHAW; QASEM; NASER, 2021;
TAVARES; SANTOS; MOURA; ARAUJO et al., 2015).

2.3 FAMILIA DE GENES PTPN

Sao muitos os genes identificados como causadores de predisposi¢cao ao
DM1. Esses genes atuam das mais variadas formas, apresentando diversas
relacbes com a fisiopatologia do DM1. Podem estar envolvidos, por exemplo, na
codificagdo de proteinas que regulam transdugcdo de sinais em linfocitos,
macrofagos ou células dendriticas (DOUROUDIS; KISAND; NEMVALTS;
RAJASALU et al., 2010). Entre eles, destaca-se o papel dos genes da familia
PTPN, que codificam proteinas tirosina fosfatase (PTPs), que por sua vez, atuam
na sinalizagdo de moléculas que modulam e regulam processos celulares tais
como, crescimento, diferenciacdo celular, ciclo mitético, transformacéao
oncogénica e sobrevivéncia das células (CEROSALETTI; BUCKNER, 2012).

As proteinas tirosina fosfatases desempenham um papel fundamental na
regulacdo da sinalizacao celular, por meio da remocédo de grupos fosfato de
residuos de tirosina em proteinas (HARDER; MOLLER; PEACOCK; JIRIK, 1998;
HUBBARD; TILL, 2000). Essas enzimas s&o altamente especificas para

residuos de tirosina e, portanto, sdo capazes de modular a atividade de uma



ampla gama de proteinas regulatérias (BOTTINI; MUSUMECI; ALONSO;
RAHMOUNI et al., 2004).

A fosforilagcdo de proteinas € um processo critico na regulagdo da
sinalizagao celular. A fosforilagdo ocorre quando um grupo fosfato é adicionado
a um residuo de aminoacido em uma proteina, geralmente uma serina, treonina
ou tirosina. Isso pode alterar a atividade, localizag&o ou interagbes da proteina
e, portanto, afetar a sinalizacado celular (BILBROUGH; PIEMONTESE; SEITZ,
2022).

Estudos genéticos e bioquimicos demonstraram que as proteinas tirosina
fosfatase exercem efeitos que regulam tanto negativamente, como
positivamente, nas vias de sinalizagao, bem como nas de controle fisioldgico de
uma variedade de tecidos (ZHANG; ZHOU; XIE, 2002).

As PTPs sao consideradas reguladoras da transducdo de sinais, tendo
em vista seu papel enzimatico na neutralizagdo da ag¢ao das proteinas tirosinas
quinases (PTKs) (BOTTINI; MUSUMECI; ALONSO; RAHMOUNI et al., 2004;
SACCHETTI; BOTTINI, 2017), proteinas sé&o altamente expressas em grande
parte das células que contemplam o sistema imune. O equilibrio dinadmico entre
PTPs e PTKs, com fosforilacdo de tirosina e desfosforilagcdo de moléculas, é
essencial para o mantenimento da homeostase (HUBBARD; TILL, 2000).

Enquanto as PTKs adicionam grupos fosfato a residuos de tirosina em
proteinas (HUBBARD; TILL, 2000), as PTPs removem esses grupos fosfato.
Juntas, as atividades dessas enzimas ajudam a regular a atividade das proteinas
envolvidas na sinalizagdo celular (BILBROUGH; PIEMONTESE; SEITZ, 2022;
HARDER; MOLLER; PEACOCK; JIRIK, 1998).

As PTKs sao ativadas por diversos fatores, como horménios, fatores de
crescimento e citocinas. Quando ativadas, as PTKs adicionam grupos fosfato a
residuos de tirosina em proteinas receptoras de membrana ou proteinas
adaptadoras intracelulares (BILBROUGH; PIEMONTESE; SEITZ, 2022;
WAGNER; MEI; HUGANIR, 1991). Esse processo desencadeia uma cascata de
sinalizagao que resulta em mudancgas na atividade celular, incluindo proliferacéo
celular, diferenciacao e sobrevivéncia. As PTPs, por outro lado, desempenham
um papel oposto as PTKs, removendo grupos fosfato de residuos de tirosina em

proteinas. Isso pode levar a inibigdo da sinalizagao celular ou a modulagao da



atividade proteica (HARDER; MOLLER; PEACOCK; JIRIK, 1998; LI; ZHANG;
LIU; WANG et al., 2022).

Nesse contexto, as PTPs atuam na hidrolise do fosfato ligado a residuos
de tirosina em proteinas. Sendo assim, elas controlam os niveis de fosforilagéo
de proteinas tirosina, desempenhando um papel singular na sinalizagao celular
perante o sistema imunoldgico, que envolve processos como a diferenciacao,
proliferagao e ativagao de linfocitos (GIANCHECCHI; PALOMBI; FIERABRACCI,
2013).

Alteracdes nessas proteinas PTPs, como a ocorréncia de polimorfismos
de nucleotideo unico (SNPs) nao sindnimos, podem resultar em fosforilagao
inapropriada de residuos de tirosina. Isso que pode contribuir para o
desenvolvimento de varias patologias, como neoplasias, diabetes e doengas
resultantes de discordancias imunologicas (ALONSO; SASIN; BOTTINI;
FRIEDBERG et al., 2004).

Sabe-se que o genoma humano codifica 107 PTPs distintas,
estruturalmente diversas. Sao caracterizadas por aproximadamente 200 a 240
aminoacidos, com dominio altamente conservado (CEROSALETTI; BUCKNER,
2012). Ou seja, possuem uma sequéncia consenso no sitio catalitico,
caracteristico dessas proteinas, ([I/V][HCXAGXXR[S/T]G), onde: | — isoleucina, V
- valina, H - histidina, C - cisteina, A - alanina, G - glicina, R - arginina, S - serina,
T - treonina e X - que corresponde a qualquer aminoacido, compartilhando um
padrao de sitio ativo constituido de uma cisteina e uma arginina, essenciais para
a catalise enzimatica (PENAFUERTE; FELDHAMMER; MILLS; VINETTE et al.,
2017). Essa assinatura classica abrange uma cisteina invariante (Cys), que é
critico para a atividade das PTPs (PENAFUERTE; FELDHAMMER; MILLS;
VINETTE et al, 2017). As PTPs s&o divididas em familias, subfamilias e
subgrupos, de acordo com os aminoacidos presentes no sitio catalitico (WELSH;
PANDEY; AHUJA, 2021).

Muitas PTPs tiveram seus papéis reconhecidos, no que se refere a
manter a resposta imune adequada, bem como na autotolerancia (CHEN;
HSIEH; CHU; CHEN et al., 2023). Dentre elas, PTPN2 (Protein tyrosine
phosphatase nonreceptor-type 2; Proteina tirosina fosfatase ndo receptora tipo

2) e PTPN22 (Protein tyrosine phosphatasis nonreceptor-type 22; Proteina



tirosina fosfatase nao receptora tipo 22), que terdo suas fungbes abordadas e

discutidas a seguir.

2.3.1 Protein tyrosine phosphatase nonreceptor-type 2 (PTPN2)

O gene PTPNZ2 faz parte do subgrupo intracelular nao-receptor, da
subfamilia PTP e da familia cisteina | (SEVILLANO; SANCHEZ-ALONSO;
PIZARRO-DELGADO; RAMOS-ALVAREZ, 2021). Esse gene codifica uma
proteina chamada de proteina tirosina fosfatase nao-receptora tipo 2, que integra
o grupo de PTPs sinalizadoras, atuando no crescimento, diferenciacéo, ciclo
mitético e transformacdo oncogénica (FLOSBACH; OBERLE; SCHERER;
ZECHA et al., 2020). A proteina também recebe o nome de proteina de células
T tirosina fosfatase (T cell protein tyrosine phosphatase - TCPTP) (SEVILLANO;
SANCHEZ-ALONSO; PIZARRO-DELGADO; RAMOS-ALVAREZ, 2021). O gene
PTPN2 é expresso em varios tipos celulares, incluindo células B, células
epiteliais intestinais e células imunoldgicas (CHEN; HSIEH; CHU; CHEN et al.,
2023). Seu mecanismo de agao pauta-se na remocao de grupos fosfato de
proteinas especificas, desempenhando um papel importante na ativagdo da
resposta imunolégica (LAFLEUR; NGUYEN; COXE; MILLER et al., 2019).

O gene PTPNZ esta localizado em 18p11.2-p11.3 em humanos (Figura 5)
(JOHNSON, CAROL V.; COOL, DEBORAH E.; GLACCUM, MOIRA B.; GREEN,
NANCY et al., 1993). Como resultado de splicing alternativo da regiao final 3’ do
gene, duas isoformas de PTPNZ2 sao geradas. TC45 composto de 387
aminoacidos traduzidos de dez éxons e TC48 consistindo em 415 aminoacidos
traduzidos de nove éxons.

De acordo com a Figura 5, o éxon 9a é identificado em TC45 e TC48,
enquanto o éxon 9b esta presente apenas em TC48. TC45 é transcrito pelo éxon
9a e éxon 10, enquanto TC48 é transcrito pelo éxon 9a + 9b, mas sem o éxon
10 (LORENZEN; DADABAY; FISCHER, 1995).



FIGURA 5 — LOCALIZACAO DO GENE PTPN2 NO CROMOSSOMO 18
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O gene PTPN2, que codifica a proteina tirosina fosfatase n&o-receptora tipo 2 (PTPN2),
localizado no brago longo do cromossomo 18 (18g22.3). O polimorfismo rs1893217 esta
localizado no intron 7 do gene PTPN2, o que significa que esta localizado entre os éxons e ndo
€ diretamente responsavel pela codificagdo da proteina. O gene PTPN2 possui trés isoformas
diferentes da proteina que sao resultado de splicing alternativo. As duas principais isoformas sédo
TC45 e TC48.5. O terceiro transcrito foi identificado no Ensembl com peso molecular de 41 kDa.
O exon 9a é identificado em TC45 e TC48, enquanto o exon 9b esta presente apenas em TC48.
TC45 é transcrito pelo éxon 9a e éxon 10, enquanto TC48 é transcrito pelo éxon 9a + 9b, mas
sem éxon 10.

Fonte: Adaptado de Rheinheimer (2014) e Bussiéres-Marmen e colaboradores (2014)

A estrutura da proteina PTPN2 é composta por varios dominios
funcionais, incluindo um dominio N-terminal de ligagc&o a proteinas, um dominio
catalitico, um dominio regulatério, um dominio de interagdo com a subunidade
p85 da fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) e um dominio C-terminal (WU; WANG,;
XU; CHEN, 2019).

O dominio catalitico da PTPN2 contém o sitio ativo da enzima, onde
ocorre a remogao dos grupos fosfato de proteinas especificas. O dominio
regulatorio atua como um regulador negativo da atividade da enzima, enquanto
o dominio de interacdo com a subunidade p85 da PI3K esta envolvido na
regulacdo da sinalizagdo da insulina (JOHNSON, C. V.; COOL, D. E;
GLACCUM, M. B.; GREEN, N. et al., 1993). Nesse contexto, o dominio catalitico

contém o sitio ativo da enzima, onde ocorre a remogao dos grupos fosfato de



proteinas especificas. O dominio regulatério atua como um regulador negativo
da atividade da enzima (FLOSBACH; OBERLE; SCHERER; ZECHA et al., 2020).

O gene PTPNZ foi associado a desordens de cunho autoimune, bem como
a respostas inflamatérias e desenvolvimento de tumores (CEROSALETTI;
BUCKNER, 2012). Sao duas as principais descobertas que colocaram o gene
em pauta. A primeira, se sustenta em estudos de associagdo ampla do genoma
(The Wellcome Trust Case Control Consortium, 2007). De acordo com Flosbach
e colaboradores (2020), polimorfismos de nucleotideo unico associados a perda
de funcéao, conferem predisposi¢cao a doenca autoimunes, incluindo o DM1, tal
como a doenga de Crohn, artrite reumatoide e doencga celiaca (FLOSBACH,;
OBERLE; SCHERER; ZECHA et al., 2020). A segunda, identificou o gene
PTPN2 como um alvo para imunoterapia em tratamentos contra o cancer. O
estudo demonstrou que a delegao do PTPN2 em células tumorais promove a
sinalizacao de IFN-y e apresentagéo de antigeno para as células T, bem como a
reducdo do crescimento celular perante as citocinas (LAFLEUR; NGUYEN;
COXE; MILLER et al., 2019). Essa descoberta sugere o potencial terapéutico do
PTPN2 na potencializagdo eficacia da imunoterapia contra o cancer
(ARMITAGE; WALLET; MATHEWS, 2021).

Estudos realizados em ratos, demonstram a atividade anti-inflamatéria do
PTPN2, tendo em vista que os organismos deficientes do gene, morreram
algumas semanas apdés o nascimento devido a inflamagbes recorrentes
(SPALINGER; MANZINI; HERING; RIGGS et al., 2018). O polimorfismo
rs2542151, por exemplo, foi associado a inflamagdes intestinais, doenga de
Crohn e colite ulcerativa (DOUROUDIS; KISAND; NEMVALTS; RAJASALU et
al., 2010). Pesquisas em torno desse gene evidenciaram que a perda de
variantes funcionais esta associada ao aumento do risco de desenvolvimento de
doencgas inflamatérias cronicas (WU; WANG; XU; CHEN, 2019).

Conforme citado anteriormente, o gene PTPN2 & expresso em varias
células. Quando a proteina PTPN2 é ativada, ela remove grupos fosfato das
proteinas envolvidas na ativagdo da resposta imunoldgica, o que leva a
supressao da resposta imunoldgica (WIEDE; LU; DU; LIANG et al., 2020). Isso
€ particularmente importante em situacbées em que a resposta imunoldgica &
excessiva, como em doengas autoimunes (SHARP; ABDULRAHIM; NASER;
NASER, 2015; SHAW,; QASEM; NASER, 2021; SPALINGER; MANZINI;



HERING; RIGGS et al., 2018). Além disso, este gene também pode proteger as
células beta da apoptose induzida por IFN-y (MARROQUI; SANTIN; DOS
SANTOS; MARSELLI et al., 2014; MOORE; COLLI; CNOP; ESTEVE et al., 2009;
SANTIN; MOORE; COLLI; GURZOV et al., 2011; TEN HOEVE; DE JESUS
IBARRA-SANCHEZ; FU; ZHU et al., 2002).

A sua atuacao é complexa, envolvendo diversos tipos celulares, proteinas
e moléculas, atuando como um modulador negativo da sinalizagao celular em
diversos tipos de células imunoldgicas, incluindo linfocitos T, células B e células
dendriticas (SPALINGER; MANZINI; HERING; RIGGS et al., 2018). A proteina
PTPN2 interage com diferentes proteinas e moléculas para modular a
sinalizagao celular. Ela interage com o complexo TCR/CD3 (receptor de células
T), regulando a sinalizacado celular iniciada por este complexo (MACIOLEK;
PASTERNAK; WILSON, 2014). Essa interagdo com o complexo TCR/CD3,
ocorre através do seu dominio N-terminal de ligagao a proteinas, o que permite
que a PTPN2 regule a sinalizagao celular iniciada por este complexo (LAFLEUR;
NGUYEN; COXE; MILLER et al., 2019).

O complexo TCR/CD3 é responsavel por reconhecer antigenos
apresentados pelas células apresentadoras de antigenos e iniciar a ativagéo das
células T. Quando o complexo TCR/CD3 reconhece o antigeno, ocorre a
ativagao de uma cascata de sinalizagao intracelular que leva a ativagéo da célula
T (MACIOLEK; PASTERNAK; WILSON, 2014).

A proteina PTPN2, por sua vez, age como um modulador negativo dessa
cascata de sinalizagao. Ela interage com o complexo TCR/CD3 e remove grupos
fosfato de proteinas especificas envolvidas na sinalizagéo intracelular, o que leva
a inibigdo da ativagao das células T (FLOSBACH; OBERLE; SCHERER; ZECHA
etal., 2020; WIEDE; LU; DU; LIANG et al., 2020). A interagao da proteina PTPN2
com o complexo TCR/CD3 é importante para manter o equilibrio da resposta
imunoldgica, evitando uma resposta excessiva ou inadequada as células T
(SHARP; ABDULRAHIM; NASER; NASER, 2015). Além disso, a regulagédo
negativa da sinalizagcdo pelo PTPN2 é importante para prevenir doengas
autoimunes, nas quais as ceélulas T reconhecem e atacam os tecidos proprios do
organismo (WIEDE; LU; DU; LIANG et al., 2020).

A PTPN2 também é uma importante proteina reguladora negativa da

sinalizagao de citocinas. As citocinas sao proteinas soluveis que atuam como



mensageiros celulares para coordenar e modular a resposta imunoldgica
(LAFLEUR; NGUYEN; COXE; MILLER et al., 2019). Essa interagdo da proteina
PTPN2 com citocinas ocorre através de seu dominio catalitico, que possui
atividade fosfatase especifica para residuos de tirosina (SPALINGER; MANZINI;
HERING; RIGGS et al., 2018).

Essa proteina pode interagir com varias citocinas, incluindo a interleucina-
6 (IL-6), interleucina-7 (IL-7), interleucina-10 (IL-10), fator estimulador de
coldnias de granuldcitos-macréfagos (GM-CSF) e fator de necrose tumoral (TNF)
(SPALINGER; SAYOC-BECERRA; ORDOOKHANIAN; CANALE et al., 2021).
Quando uma citocina se liga ao seu receptor na superficie celular, ocorre a
ativacado de uma cascata de sinalizagao intracelular que pode levar a expressao
de genes especificos e a ativagao de células imunes (WU; WANG; XU; CHEN,
2019). A PTPN2, por sua vez, age como um modulador negativo dessa
sinalizagao, removendo grupos fosfato especificos de proteinas envolvidas na
cascata (LI; ZHOU; LI; HAN et al., 2019). Por exemplo, a IL-6 ativa a sinalizagcéo
de JAK/STAT (Janus kinase/signal transducer and activator of transcription),
levando a expressao de genes pro-inflamatorios (CEROSALETTI; BUCKNER,
2012; SPALINGER; SAYOC-BECERRA; ORDOOKHANIAN; CANALE et al,
2021). APTPN2 interage com as proteinas JAK e STAT e remove grupos fosfato
especificos, inibindo a sinalizagdo e diminuindo a resposta inflamatéria (LI;
ZHOU; LI; HAN et al., 2019).

A interacdo da PTPN2 com as citocinas € importante para manter o
equilibrio da resposta imunoldgica, evitando uma resposta excessiva ou
inadequada as citocinas (FLOSBACH; OBERLE; SCHERER; ZECHA et al.,
2020). Além disso, a regulacao negativa da sinalizagao pelo PTPN2 é importante
para prevenir doencas autoimunes e inflamatérias crénicas, nas quais a
sinalizagdo de citocinas é desregulada (SPALINGER; MANZINI; HERING;
RIGGS et al., 2018).

Uma vez que o gene PTPN2 codifica uma proteina que atua diretamente
na resposta imune, sugere-se que alteragdes nesse gene possam contribuir para
a patogénese do DM1 (Figura 8) (RHEINHEIMER; OLIVEIRA FDOS; CANANI;
CRISPIM, 2014).

A presente pesquisa é pautada na analise da influéncia do polimorfismo
rs1893217, do gene PTPN2, no DM1 de inicio na infancia e na idade adulta. O



polimorfismo rs1893217, é uma variagdo genética do tipo SNP, que esta
localizado no intron 7 do gene PTPN2, que € uma regido nao codificante do DNA
e, portanto, ndo diretamente relacionada a sequéncia de aminoacidos da
proteina (NIECHCIAL; BUTTER; MANZ; OBIALO et al., 2020) (Figura 5).

O SNP rs1893217 foi associado a diminuicdo da expressao de PTPN2 em
células T CD4" e linhagem de células B transformadas (LONG; CEROSALETTI;
WAN; HO et al., 2011). Acredita-se que o polimorfismo rs1893217 pode afetar a
regulacao da expressao génica e a atividade da proteina PTPN2, possivelmente
influenciando a resposta imune e a inflamagdo (DENOTH; JUILLERAT,;
KREMER; ROGLER et al., 2021). Varios estudos tém investigado a associagao
entre o polimorfismo rs1893217 e diferentes doengas, incluindo doenga
inflamatéria intestinal (DIl) (ARMITAGE; WALLET; MATHEWS, 2021), DM1
(TODD; WALKER; COOPER; SMYTH et al., 2007) e artrite (SHAW; QASEM,;
NASER, 2021).

Um estudo investigou a associagao entre o polimorfismo rs1893217 e a
doenga inflamatadria intestinal (DII). Os resultados mostraram que a presenga do
alelo T do polimorfismo rs1893217 estava associada a um maior risco de
desenvolver DIl em pacientes com colite ulcerativa e Doencga de Crohn. Além
disso, o estudo também sugeriu que essa associacédo pode estar relacionada a
uma diminuicdo na expressdo da proteina PTPN2 (ARMITAGE; WALLET,
MATHEWS, 2021).

Outra pesquisa, investigou a associagao entre o polimorfismo rs1893217
e a artrite reumatoide (SHAW; QASEM; NASER, 2021). Os resultados
mostraram que a presenga do alelo T do polimorfismo rs1893217 estava
associada a uma maior gravidade da artrite reumatoide em pacientes do sexo
feminino. Além disso, o estudo também sugeriu que essa associagao pode estar
relacionada a uma diminuicdo na expressdao de PTPN2 (SHAW; QASEM,;
NASER, 2021). Nesse contexto, avalia-se a hipotese de que o polimorfismo

rs1893217 possa estar associado a predisposi¢cao ao DM1.

2.3.2 Protein tyrosine phosphatasis nonreceptor-type 22 (PTPN22)

O gene PTPN22 (MIM ID *600716) esta localizado no cromossomo 1, na
posi¢ao 1p13.3-13.1 (COHEN; DADI; SHAOUL; SHARFE et al., 1999), préximo



ao teldmero (Figura 6). Esse gene, que compreende 21 éxons (WANG; DONG;
HAN; HO et al., 2010), e codifica uma proteina de 807 aminoacidos chamada
de tirosina fosfatase linféide (lymphoid tyrosine phosphatase - LYP), pertencente
do grupo de proteinas tirosina fosfatases classicas nao receptores de classe |.
Essas proteinas séo ricas em prolina, acido glutédmico, serina. O PTPN22 é
reconhecido como o terceiro importante local genético que contribui para o risco
de desenvolvimento do DM1 (HASEGAWA; MARTIN; HUANG; TUMAS et al.,
2004; TAVARES; SANTOS; MOURA; ARAUJO et al., 2015).

O gene PTPN22 expressa varias formas de splincing. No entanto, pouco
se sabe sobre a funcéo e regulagao destas. Ao menos duas sao traduzidos em
proteinas (COHEN; DADI; SHAOUL; SHARFE et al., 1999), sendo elas LYP1 e
LYP2 (Figura 6).

A LYP 1, com 807 aminoacidos em sua cadeia polipeptidica (SMYTH;
COOPER; HOWSON; WALKER et al., 2008) e peso molecular de 110 kDa, é a
isoforma expressa de forma mais abundante (GIZA; GOULAS; GBANDI;
EFFRAIMIDOU et al., 2013). Em relag&o a sua estrutura, a proteina LYP1 possui
um dominio catalitico PTP N-terminal, uma regido central com fungao
desconhecida e uma porgdo C-terminal (aproximadamente 200 aminoacidos)
contendo quatro motivos ricos em prolina denominados P1 a P4, essenciais para
a interagdo dessa proteina. A isoforma LYP2 tem uma regido C-terminal mais
curta, resultando na auséncia dos motivos P2, P3 e P4 (VANG; MILETIC;
ARIMURA; TAUTZ et al., 2008). E expressa em maior proporcdo em neutrofilos
segmentados, células natural killer e células T CD8*, enquanto células T CD4* e
mondcitos tem baixos niveis de expressdo dessa proteina (DOUROUDIS;
KISAND; NEMVALTS; RAJASALU et al., 2010). Sendo assim, a proteina
codificada pelo gene PTPN22 tem expressao restrita a células hematopoiéticas.

A proteina LYP interage com diversas moléculas intracelulares, de modo
especial, com proteina regulatéria negativa Csk (Cterminal Src kinase), durante
a ativacao de linfécitos T (CEROSALETTI; BUCKNER, 2012). Em condigdes
homeostaticas, a LYP associa-se por meio do motivo P1, o mais rico em prolina,
com o dominio SH3 (Src Homology 3) da tirosina quinase C-terminal (CSK),
regulando negativamente a sinalizagdo de antigenos das células (SHARP;
ABDULRAHIM; NASER; NASER, 2015).



Em outras palavras, a proteina atua reprimindo respostas dependentes de
células T, ao associar-se com o dominio SH3 da CSK (SMYTH; COOPER;
HOWSON; WALKER et al., 2008). Para compreender a fun¢ao da proteina LYP,
se faz necessario entender como ocorre a transdugéo de sinais que ativam os
linfécitos T.

As APCs, por meio de seu MHC, apresentam os antigenos especificos,
que sao reconhecidos pelo TCR (T cell receptor; receptor de célula T) dos
linfécitos T. Esse processo induz a ativagao dos linfécitos T naive, através de
uma sequéncia de eventos de transducdo de sinais, com subsequente
fosforilacdo de quinases reguladoras positivas (VAN BELLE; COPPIETERS;
VON HERRATH, 2011). Perante a estimulagao do TCR, a LcK (proteina tirosina
quinase) provoca fosforilacdo de ITAM’s (motivos de ativagcdo baseados em
tirosina imunorreceptores). Logo apdés o reconhecimento do antigeno pelo
receptor TCR dos linfécitos T, o complexo Lyp-CSK se dissocia, para que assim
ocorra a ativacdo dos linfécitos (Figura 7) (GIANCHECCHI; PALOMBI;
FIERABRACCI, 2013).



FIGURA 6 — LOCALIZACAO DO GENE PTPN22 NO CROMOSSOMO 1 E
DIAGRAMA ESQUEMATICO DA ESTRUTURA GENETICA DE TRES
ISOFORMAS DE LYP
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Os numeros de exons séo rotulados seletivamente com base na sequéncia de codificagcdo LYP1.
O polimorfismo rs6679677 esta localizado na regido intergénica entre os genes RSBN1 e PHTF1
mas esta em forte desiquilibrio de ligagdo com o polimorfismo rs2476601 do gene PTPN22,
localizado no brago curto do cromossomo 1 (1p13.2). Observe que LYP3 tem um éxon 15 mais
curto e LYP2 contém um éxon 16 mais longo com um cédon de parada enquadrado.

Fonte: Adaptado de Smith e colaboradores (2008) e Wand e colaboradores (2010)
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FIGURA 7 — EVENTOS DE TRANSDUCAO DE SINAIS APOS
RECONHECIMENTO DE ANTIGENOS PELO RECEPTOR DE CELULAS T
(TCR)

APC

l MHC com antigeno
TCR
CcD3

CcD3
LAT

i
a1 | ’ oo "

-

Fosforiacio de TAMs

S Células T

* Ativagho da via ERK - proliferagdo de células T
* Transcrigio de IL-2 - maturagdo das células T

* Liberagao de Ca?* do RE - ativagdo do fator de
transcncdo NFkB (regulagdo da resposta imunitana
a infeccio)

O processo de apresentagao de antigenos, por meio do MHC, para o TCR das células T, induz
a ativagao desses linfécitos. Uma proteina transmembrana expressa na superficie de células
hematopoiéticas (com excegao de eritrécitos), CD45, inicia a ativagdo da Lck (proteina tirosina
quinase) através da desfosforilagdo de residuos de tirosina. Como consequéncia, ocorre a
fosforilagdo de ITAMs (motivos de ativagdo baseados em tirosina imunorreceptores), gerando
sitios de ligacdo de alta afinidade para ZAP-70 (proteina de 70 kDa associada a cadeia zeta).
Perante isso, a proteina ZAP-70 fosforila os intermediarios LAT (conexdo para ativagdo de
células T), SLP76 (fosfoproteina de 76 kDa especifica de leucdcito), VaV (guanine nucleotide
exchange factor) e GRB2 (proteina 2 de ligagao ao receptor de fator do crescimento). Dentre os
efeitos finais, ocorre a ativacao da via ERK (quinase reguladora por sinal extracelular), que
culmina em diversos eventos: na ativagéo de fatores de transcrigdo, bem como na proliferagéo
de células T, na indugéo da transcricdo de IL-2 e a liberagdo do Ca2+ contido no reticulo
endoplasmatico que desencadeia a ativagao do fator de transcricdo NF-kB. Uma vez que o TCR
foi estimulado, o complexo Lyp-CSK é dissociado.

Fonte: Adaptado de Gianchecchi e colaboradores (2013).

Sendo assim, a proteina LYP interage com CSK, formando um complexo
que se ancora ha membrana celular. Esse complexo inativa o LCK, que regula
positivamente a sinalizagdo de TCR apds o reconhecimento do antigeno
processado e apresentado através do MHC (SMYTH; COOPER; HOWSON;
WALKER et al., 2008). Nesse contexto, a proteina LYP desempenha uma funcgao
inibitéria perante a expanséao clonal e diferenciagcdo de células T. Logo, atua
como reguladora negativa da sinalizagdo por TCR (GJORLOFF-WINGREN;
SAXENA; WILLIAMS; HAMMI et al., 1999).



A proteina LYP, por meio da desfosforilagdo e inativagcdo de quinases
associadas TCR, inibe a ativagédo das células T, desempenhando um papel de
suma importancia na autoimunidade, conferindo prevencédo a proliferagcdo de
linfocitos auto reativos (BOTTINI; MUSUMECI; ALONSO; RAHMOUNI et al.,
2004; PREZIOSO; COMEGNA; DI GIULIO; FRANCHINI et al., 2017; WANG;
MORENO; CABALLERO; COLE, 2006).

Nesse contexto, é possivel levantar a hipotese de que, alteragdes ou
perda de fungéo a proteina LYP, pode afetar os linfocitos regulatérios (T reg) na
supressao das reagdes autoimunes (GIZA; GOULAS; GBANDI; EFFRAIMIDOU
et al., 2013; SHARP; ABDULRAHIM; NASER; NASER, 2015).

A presente pesquisa é pautada em um SNP bastante particular. O
polimorfismo rs6679677 € uma variante genética, localizada proxima ao gene
PTPN22, que tem sido associada a varias doengas autoimunes, incluindo DM1
(HINKS; COBB; MARION; PRAHALAD et al., 2013) e hipotireoidismo
(ERIKSSON; TUNG; KIEFER; HINDS et al., 2012).

Este polimorfismo esta localizado préximo ao PTPN22, entre RSBN1 e
PHTF1 (Figura 6), mas em forte desequilibrio de ligacdo (LD) com PTPN22-
R620W (rs2476601), que representa o sinal de associagdao ndo-HLA mais forte
em todo o genoma (HINKS; COBB; MARION; PRAHALAD et al., 2013). O alelo
A do polimorfismo rs6679677 foi associada a uma reducao na expressao da
proteina PTPN22 em células T, o que pode levar a uma maior ativagado dessas
células (KISAND; UIBO, 2012; LAISK; LEPAMETS; KOEL; ABNER et al., 2021).

2.3.3 O papel dos PTPs na fungao das células B e das células imunoldgicas

associadas ao DM1

Um papel para a fungdo das PTPs nas células imunes e células B foi
implicado no desenvolvimento do DM1. Nos estagios iniciais da doenga, células
T e células apresentadoras de antigenos (Antigen-Presenting Cells - APCs)
infiltram-se no pancreas e secretam citocinas pro-inflamatérias, como interferons
(interferons - IFNs), que contribuem para disfungdo e apoptose das células 3
(Figura 8) (EIZIRIK; COLLI; ORTIS, 2009; THOMAS; GRAHAM; ANGSTETRA;
MCKENZIE et al., 2009). Sinal transducao via receptores de IFN na superficie



das células B ativa as tirosinas quinases JAK1 e JAK2, que fosforilar o fator de
transcricdo STAT1. STAT1 fosforilado dimeriza e transloca para o nucleo onde
ativa a transcrigdo de quimiocinas e moléculas pro-apoptéticas (Figura 8).

Existem extensas evidéncias de que esta via transcricional modula a
disfungdo e morte imuno mediada das células B. Primeiro, a deficiéncia de
STAT1 em camundongos NOD previne inflamacdao das ilhotas e
desenvolvimento da hiperglicemia (KIM; KIM; CHUNG; OH et al., 2007). Em
segundo lugar, a interrupgado da sinalizagao por STAT1 protege as células
contra destruicdo imuno mediada induzida por multiplas baixas doses de
estreptozotocina (GYSEMANS; LADRIERE; CALLEWAERT; RASSCHAERT et
al., 2005). Finalmente, a superexpressao do inibidor de STAT, o supressor da
sinalizagao de citocinas-1 (Suppressor Of Cytokine Signaling-1 - SOCS-1) em
células B desfosforila e inibe a agédo de STAT1 e asinalizagéo de IFN, protegendo
camundongos NOD da insulite e diabetes (CHONG; CHEN; DARWICHE;
DUDEK et al., 2004).

Sendo assim, a ativacao excessiva da sinalizacao através de JAK/STAT
em células B durante o processo inflamatorio contribui para a morte da propria
célula B. Inativacdo de PTPNZ2, um gene de suscetibilidade para DM1 (observado
acima), nas células B resulta em aumento da fosforilagdo de STAT1 e
sensibilizacdo a apoptose induzida por IFN-a, IFN-B e IFN-y (BARTHSON;
GERMANO; MOORE; MAIDA et al., 2011; MOORE; COLLI; CNOP; ESTEVE et
al., 2009; SANTIN; MOORE; COLLI; GURZOV et al., 2011).



FIGURA 8 - REPRESENTAGAO ESQUEMATICA DA VIA REGULATORIA
SUGERIDA CONTROLADO POR PTPN2 E PTPN22 EM CELULAS B E
CELULAS DO SISTEMA IMUNOLOGICO.
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células B
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Os genes candidatos, PTPN2 e PTPN22, codificam PTPs implicadas no desenvolvimento de
DM1. Representacao esquematica da via regulatéria sugerida controlado por PTPN2 e PTPN22
nas células B e células do sistema imunoldgico. A ligagao do IFN ao seu receptor nas células
induz a fosforilagdo (P) da STAT1 mediada por JAK e sua subsequente migragéo para o nucleo
onde estimula a transcricdo de quimiocinas e da proteina pro-apoptética BIM. A ativagao desta
via aumenta a suscetibilidade das células f a morte imunomediada, e permite que as células p
contribuam para a sua propria morte, tornando-as mais facilmente reconhecidas pelas células do
sistema imunoldgico. Nas células do sistema imunoldgico, PTPN2 e PTPN22 regulam a ativagéo
do TCR. Mutagbes nas PTPs aumentam o potencial citotoxico das células T, além de
aumentarem sua ativacao e proliferacdo, exacerbando assim o diabetes autoimune.
Abreviaturas: BIM, mediador de morte celular que interage com BCL2, também conhecido como
BCL2L11 - BCL2-like 11 (facilitador de apoptose); CD4,cluster de diferenciacéo 4; IFN, interferon;
JAK, janus quinase; LCK, proteina tirosina quinase especifica de linfocitos; MHC, complexo
principal de histocompatibilidade; PTP, proteina tirosina fosfatase; PTPN, PTP nao receptor;
STAT, transdutor de sinal e ativador de transcrigdo; TCR, receptor de células T, DM1, Diabetes
mellitus tipo 1; TYK2, tirosina quinase 2.

Fonte: Gurzov e colaboradores (2015)

Silenciamento da molécula pré-apoptética BIM previne a morte das
células B induzida pelo knockdown de PTPN2 e tratamento com IFN (Figura 8)
(SANTIN; MOORE; COLLI; GURZOV et al., 2011). Curiosamente, inativacao de
BACH?2, outro gene de suscetibiidade ao DM1 (BARRETT; CLAYTON;



CONCANNON; AKOLKAR et al., 2009), resulta em regulacéao negativa de
PTPNZ2, ativacao de BIM, e subsequente apoptose das células B, apos exposigao
a citocinas inflamatérias (MARROQUI; SANTIN; DOS SANTOS; MARSELLI et
al., 2014). Estas observagdes combinadas indicam que PTPN2 desempenha um
papel importante na sobrevivéncia das células [ através da regulagdo da
ativacdo de STAT1/BIM induzida por IFN e apoptose causada pela inflamacéao
das ilhotas.

As PTPs também afetam a funcdo das células T autorreativas, que
participam da destruicdo das células B (EIZIRIK; COLLI; ORTIS, 2009). Por
exemplo, células T deficientes em PTPN2 exibem ativacdo aprimorada e
proliferagdo do receptor de células T (TCR) pela falta da regulagao negativa
através da via sinalizagdo por desfosforilagdo da proteina tirosina quinase
especificas de linfocitos (Lymphocyte-specific protein tyrosine Kinase - LCK)
(Figura 8) (WIEDE; SHIELDS; CHEW,; KYPARISSOUDIS et al., 2011). Além
disso, células T CD8" sem PTPN2 e com autoantigenos de células 3 escapam
da tolerancia e adquirem atividade de células T citotoxicas, resultando na
destruicdo das células f em modelo de rato com diabetes autoimune (WIEDE;
SHIELDS; CHEW; KYPARISSOUDIS et al., 2011).

Variagbes alélicas no gene que codifica a tirosina fosfatase linfoide
PTPN22 também demonstra forte associacdo com doencas autoimunes,
destacando seu papel crucial em células derivadas de linfoides (FOUSTERI;
LIOSSIS; BATTAGLIA, 2013). Em particular, o polimorfismo missense C1858T
em PTPN22 leva a uma substituicdo de R620W e esta associado a um aumento
de risco para o DM1 (ONENGUT-GUMUSCU; BUCKNER; CONCANNON, 2006;
QU; TESSIER; HUDSON; POLYCHRONAKOS, 2005; SMYTH; COOPER;
COLLINS; HEWARD et al., 2004; WELLCOME TRUST CASE CONTROL, 2007;
ZHENG; SHE, 2005; ZOLEDZIEWSKA; PERRA; ORRU; MOI et al., 2008). Da
mesma forma que o PTPN2, o PTPN22 regula negativamente a sinalizagao do
TCR desfosforilando a LCK e a proteina quinase associada a cadeia z da
proteina da superficie das células T 70 (T cell surface protein Z-chain-Associated
Protein kinase 70 - ZAP-70) (Figura 8) (CLOUTIER; VEILLETTE, 1999). No
entanto, a funcdo de PTPN22 e o efeito da mutacdo R620W durante o

desenvolvimento do DM1 ainda ndo é bem compreendido.



Por um lado, foi demonstrado que a superexpressdo de PTPN22 atenua
os efeitos deletérios da sinalizagcdo do TCR em ratos NOD (YEH; MIAW; LIN;
CHOU et al., 2013). Por outro lado, o silenciamento PTPN22 confere protecéo
contra autoimunidade em camundongos NOD (ZHENG; KISSLER, 2013).

Em adicdo a isso, estudos in vitro e in vivo de desenvolvimento e de
funcao das células T mostram que a mutagdo R620W confere perda de funcao
(VAN SCHRAVENDIJK; KIEKENS; PIPELEERS, 1992; ZIKHERMAN;
HERMISTON; STEINER; HASEGAWA et al., 2009), ganho de fungado (CAO;
YANG; COLBY; HOGAN et al., 2012; HABIB; FUNK; RIECK; BRAHMANDAM et
al., 2012) ou funcdo anormal (DAl; JAMES; HABIB; SINGH et al., 2013) na
sinalizacao do TCR. Assim, o efeito desta mutacao permanece obscuro tanto em
humanos como em modelos de DM1 em camundongos. Mais estudos sao
necessarios para a compreensao do papel do PTPN22 na regulagao das células
T autorreativas, e como esta mutagao associada ao diabetes afeta a patogénese

da doenca.

3 MATERIAIS E METODOS



O projeto de pesquisa obteve aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) da Universidade Federal do Parana — Setor de Ciéncias da Saude/SCS,
sob os registros CAAE: 01038112.0.0000.0102 e CAAE: 24676613.6.0000.0102.
A autorizagao refere-se a utilizacdo das amostras de pacientes com DM1. A
Figura 9 abaixo apresenta o fluxograma contendo a logistica de obtencao,

selecao e processamento das amostras.

FIGURA 9 — FLUXOGRAMA PARA REALIZACAO DA PESQUISA CIENTIFICA
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PESQUISA BIBLIOGRAFICA

O fluxograma apresenta as etapas de obtengéo de autorizagédo para realizagéo do projeto, bem
como a logistica da definicdo dos grupos estudados, coleta de amostras clinicas e dados
antropométricos. Demonstragao esquematica do processamento das amostras obtidas, analises
bioquimicas e estatisticas. A pesquisa bibliografica foi realizada durante todas as etapas.

Fonte: O autor (2023).

3.1 AMOSTRAGEM



Foram coletadas amostras (n = 601) de soro e sangue total de 323
criangas com idade igual ou inferior a 14 anos, sendo 154 diabéticos tipo 1 (DM1,
n = 154) e 169 criangas sem diabetes (controle, n = 169). Ainda, foram coletadas
amostras de soro e sangue total de 278 adultos com idade igual ou superior a 18
anos, cujos 131 (DM, n = 131) exemplares de pacientes com diagndstico de
Diabetes mellitus tipo 1, e 147 amostras sem diabetes (controle, n = 147). A
caracterizacao dos pacientes com DM1 foi baseada nos critérios preconizados
pelas entidades internacionais Associacdo Americana de Diabetes (American
Diabetes Association — ADA) (ADA, 2020; HOLT, R. I. G. et al., 2021) e pela
Sociedade Internacional de Diabetes Pediatrica e Adolescentes (International
Society for Pediatric and Adolescent Diabetes — ISPAD) (DIMEGLIO; ACERINI;
CODNER; CRAIG et al., 2018).

A obtencdo das amostras de criancas se deu por meio da coleta no
Laboratério de Analises Clinicas do Hospital de Clinicas da UFPR, no ato dos
exames de rotina de pacientes com o diagnostico de DM1. As amostras de
adultos com DM1 foram obtidas através da Unidade de Diabetes do Servico de
Endocrinologia e Metabologia do Hospital de Clinicas da UFPR (SEMPR).

Os grupos controles sdo compostos de pessoas saudaveis. Para tanto,
obteve-se as amostras de criangas em escolas municipais de cidades da regiao
metropolitana de Curitiba. Enquanto as amostras de adultos, foram obtidas no
banco de sangue do Complexo Hospital de Clinicas da UFPR (CHC).

Todas as amostras foram coletadas mediante assinatura prévia do Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido pelos voluntarios, quando adultos, ou por
pais ou responsaveis, para os menores de 18 anos.

Os dados clinicos e antropométricos que compde a pesquisa, foram
coletados durante uma entrevista estruturada com os individuos diabéticos e do

grupo controle, bem como através de prontuarios médicos.

3.1.2 Processamento de amostras

As coletas de sangue total foram realizadas em tubos contendo EDTA

(ethylenediaminetetraacetic acid; acido etilenodiamino tetra-acético) como



agente anticoagulente (BD Vacutainer® K2EDTA; Becton, Dickinson, Co.),
enquanto o soro foi coletado em tubo com gel separador (Gel BD Vacutainer®
SSTTM; Becton Dickinson, Co.).

As amostras de sangue total foram homogeneizadas durante 15 minutos,
e em seguida, uma aliquota de 1,0mL foi retirada para determinagdo da
hemoglobina glicada. Em seguida, as amostras, com o volume restante,
submetidas a centrifugacao, a 3.500rpm durante 20 minutos para obtencéo do
buffy coat (papa leucocitaria; camada de leucécitos sobrenadante), utilizado
posteriormente para extragdo do DNA gendmico.

As amostras coletadas em tubo com gel separador foram submetidas a
centrifugacgao, a 3.500rpm durante 20 minutos, para completa separagao do soro
e hemacias. A partir disso, as amostras foram fracionadas, em microtubos tipo
Eppendorf de 0,5uL previamente identificado, em aliquotas de 100uL, 200uL e
300uL. Foram adotados critérios de exclusdo para: amostras hemolisadas,
lipémicas e/ou ictéricas.

As aliquotas encaixadas nesses critérios, foram excluidas dos ensaios.
Todas as aliquotas, de sangue total e soro, foram armazenadas em freezer -
20°C e -80°C para posterior dosagem dos parametros bioquimicos. Essas
amostras contemplam o Biorrepositério do Laboratério de Bioquimica Clinica da
UFPR, homologado pela Portaria N° 2.201, de 14 de setembro de 2011.

3.2 DOSAGEM DE PARAMETROS BIOQUIMICOS

Os biomarcadores de controle glicémico, perfil lipidico e nutricional,
funcao renal e hepatica foram quantificados nas amostras de soro, de criancas
e adultos dos grupos controle e com DM1, em sistema automatizado Architect
Ci8200 (Abbott Diagnostica Laboratérios do Brasil) ou sistema automatizado
Labmax 400 (Labtest AS). Foram utilizados os calibradores e controles
necessarios antes das analises. Os analitos, principios metodoldgicos
empregados, coeficientes de variacao e intervalos de referéncia, para criangas

e adultos constam nas Tabela 1 e 2.



TABELA 1 - PARAMETROS BIOQUIMICOS AVALIADOS NO GRUPO
CONTROLE E DE CRIANCAS COM DM1

Biomarcador Metodologia ((:‘,Ze)‘ Intervalo de referéncia
1,5 Enzimatico colorimétrico
anidroglucitol Glycomark 3.4 >10 Pg/mL
. Colorimétrico
Albumina (Verde de Bromocresol) 16 2.9-4,7gldL
L . Desejavel <170 mg/dL
Colesterol  Enzimalico Colorimélrico 57 Limitrofe 170 - 199 ma/al
¢ Elevado >200 mg/dL
Creatinina C}olonmetnc;o 2,7 0,26 — 0,81 mg/dL
(Picrato alcalino)
Glicose Hexoquinase UV 2,2 <100 mg/dL
HDL- Enzimatico Colorimétrico
(Acelerador - Detergente 3,6 Desejavel 35 —40 mg/dL
colesterol :
Seletivo)
Hemoglobina Imunoensaio o
glicada (padronizado DCCT) 17 40-6,0%
i . ~ Desejavel <110 mg/dL
Co||é[s)tlé o Ca'cu'gr%ec}:ﬁgl‘éffao de 4,2 Limitrofe 110 — 129 mg/dL
Elevado 130 mg/dL
Proteinas Reagéo de Biureto 2.4 6,0 — 8,0 g/dL
totais
Triglicerideos Enzimatico Colorimétrico 34 Desejavel <100 mg/dL
9 (Reacgao de Trinder) ’ Elevado >130 mg/dL
Ensaio cinético UV com
Uréia urease, 1,6 11 — 38 mg/dL
GLDH e NADH

Cva, coeficiente de variacdo analitica interensaio, em porcentagem, para soro controle com
concentracao “normal”’. *Atualizacdo Diretriz Brasileira de dislipidemias e prevengao de
aterosclerose, 2017 **Equacéao de Friedewald, LDL-colesterol = colesterol total — HDL-colesterol
— Triglicérides/5.

Fonte: O autor (2023).

TABELA 2 — PARAMETROS BIOQUIMICOS AVALIADOS NO GRUPO
CONTROLE E DE ADULTOS COM DM1

Biomarcador Metodologia ?o}:? Intervalo de referéncia
1,5 Enzimatico colorimétrico
anidroglucitol Glycomark 3.4 >10 Pg/mL




Ensaio cinético UV com L-

Acido Urico  alanina, cetoglutarato, NADHe 1,6 2,5-7,0 mg/dL
piridoxal fosfato
. Colorimétrico
Albumina (Verde de Bromocresol) 1.9 3.3 -4,7 g/dL
Ensaio cinético UV com L-
ALT alanina, cetoglutarato, NADHe 1,6 10 -45 U/L
piridoxal fosfato
Ensaio cinético UV com
AST L-aspartato, cetoglutarato, 2,2 10 -39 U/L
NADH e piridoxal fosfato
Colesterol Enzimatico Colorimétrico .
total (Reacao de Trinder) 2 Desejavel <190 mg/dL
Creatinina Colorimetrico 3,2 0,5 1,4 mg/dL
(Picrato alcalino)
Ensgio cinético com L'V.'. Homem: 7 — 58 U/L
Gama GT glutam|I—3-ca!’box- _4_—n|tron|I|da 1,1 Mulher: 5 — 39 U/L
e p-nitroanilina
Glicose Hexoquinase UV 1,9 60 — 99 mg/dL
HDL- Enzimatico Colorimétrico
(Acelerador - Detergente 3,5 Desejavel > 40
colesterol Seleti
eletivo)
Hemoglobina Imunoensaio o o
glicada (padronizado DCCT) 1.7 4% - 6%
<130mg/dL — Baixo risco
LDL- Calculo pela equagao de 4.2 <100mg/dL — Risco
Colesterol Friedewald** ’ intermediario
<70mg/dL — Alto risco
Proteinas Reag&o de Biureto 2,4 6,0 — 8,0 g/dL
totais
Desejavel com jejum
Triglicerideos Enzimatico Colorimétrico 19 <150 mg/dL
(Reacéo de Trinder) ’ Desejavel sem jejum
<175 mg/dL
Uréia Ensaio cinético UV com urease, 1.9 15 — 45 mg/dL

GLDH e NADH

Cva, coeficiente de variacdo analitica interensaio, em porcentagem, para soro controle com
concentracao “normal”. *Atualizacdo Diretriz Brasileira de dislipidemias e prevengao de
aterosclerose, 2017 **Equacéao de Friedewald, LDL-colesterol = colesterol total — HDL-colesterol

— Triglicérides/5.

Fonte: O autor (2023). B R
3.3 EXTRACAO E QUANTIFICACAO DO DNA GENOMICO

O DNA genbdmico foi extraido do buffy coat apdés a centrifugacdo do

sangue total, através da técnica de salting out modificado. O principio do método

consiste na desidratagao proteica seguida de precipitacdo em ambiente satura



com cloreto de sodio (NaCl) (NASIRI; FOROUZANDEH; RASAEE;
RAHBARIZADEH, 2005).

Apos a extracdo, o DNA genbmico foi quantificado por meio de
espectrofotometria em 260 e 280nm (Espectrofotdmetro S60, Biochrom).
Adotou-se o0 seguinte critério para avaliacdo e exclusdo de amostras: As
amostras que apresentaram grau de pureza inferior a 1,5 ou superior a 2,1, na
relacdo A260/280, bem como os exemplares com concentragcdo menor que
100ng/uL, foram excluidas dos ensaios.

Amostras de DNA com qualidade determinada por espectrofotometria,
foram diluidas, com agua ultrapura estéril, a 20ng/uL, para posterior
genotipagem no sistema de PCR em tempo real, utilizando sondas TagMan®

(Applied Biosystems®; Thermo Fisher®).

3.4 VARIABILIDADES GENETICAS ESTUDADAS

Constam na Tabela 3 abaixo os genes e os polimorfismos de nucleotideo
unico (SNP) analisados no presente estudo.

TABELA 3 - CARACTERIZACAO DOS POLIMORFISMOS DO TIPO SNP

ESTUDADOS
Gene Designagdo Cromossomo Localizagao Polimorfismo Técnica
OMIM Posigao Regiao SNP
PTPNZ2 176887 18p11.21 intron 7 rs1893217  TagMan®
PTPN22 600716 1p13.2 Intergénica  rs6679677 TagMan®

rs: dbrs: reference SNP database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez); OMIM: Online
Mendelian Inheritance in Man® (http://omin.org/);
Fonte: Adaptado (NCBI, 2023; OMIM, 2023)

3.5 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE EM TEMPO REAL COM SONDAS
FLUORESCENTES TIPO Tagman®

As reagdes de PCR em tempo real foram realizadas conforme o
preconizado pelo fabricante do reagente, (Applied Biosystems®) em
equipamento 7500 fast (Applied Biosystems®), disponivel no laboratério de
Bioquimica Clinica, no departamento de Farmacia da UFPR. O procedimento

analitico foi realizado de acordo com as etapas descritas em seguida.



Em cabine de fluxo laminar, previamente higienizada com alcool 70%,
para evitar contaminacgoes, realizou-se a preparagdo dos ensaios com sondas
Tagman® em placas de 96 pocos estéreis.

As sondas fluorescentes Tagman® validadas (Applied Biosystems®) para
os genes em estudo foram: rs1893217 (C__11902155 10) e rs6679677
(C__29537457_10). As sequéncias de nucleotideos das sondas supracitadas,
estdo no website da Applied Biosystems®, informadas através dos cddigos
acima.

Para dar seguimento a analise, adicionou-se um microtubo de 0,5 u/L
agua ultrapura estéril, Mastermix, sonda e DNA gendmico, nas quantidades

descritas no Quadro 5.

QUADRO 5 - VOLUMES ESTABELECIDOS DE REAGENTES PARA A
REACAO DE PCR EM TEMPO REAL

Reagentes Volumes para reagao de 8uL
Sonda TagMan® 0,1uL
Mastermix 3,0uL
Agua ultrapura estéril 1,9uL
DNA em concentracdo 20ng/uL 3,0uL

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

Fonte: O autor (2023).

Em seguida, em cada placa, foram adicionados em dois pogos controles
negativos (NTC, no template control), contendo somente mix de reacao e agua
ultrapura estéril, sem adicdo de DNA. No restante da placa de reacao, foram
ensaiadas as amostras controle e de DM1. O Quadro 6 apresenta as condigbes

de ciclos térmicos utilizadas para o ensaio de PCR em tempo real.

QUADRO 6 — CONDICOES ESTABELECIDAS DE TEMPO E TEMPERATURA
PARA A REACAO DE PCR EM TEMPO REAL
Ciclos térmicos
1 ciclo pré-PCR 60°C por 60 segundos

1 ciclo 95°C por 10 minuto

50 ciclos:

95°C por 15 segundos



60°C por 90 segundos

1 ciclo pés-PCR 60°C por 60 segundos

Ciclos térmicos empregados na realizagdo da técnica de PCR em tempo real, em equipamento
7500 fast (Applied Biosystems).
Fonte: O autor (2023).

Cada placa de 96 pocgos preparada, foi submetida a genotipagem no
equipamento supracitado. Cada placa permaneceu em analise durante 136
minutos. Dado o tempo de processamento, os genotipos fornecidos pelo
equipamento foram anotados e organizados em uma planilha (Microsoft®

Excel®), para posterior analise estatistica dos dados.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

A normalidade dos dados foi determinada através do teste de
Kolmogorov-Smirnov. Logo, as variaveis com distribuigdo normal foram
comparadas por meio do teste “t”, de Student (bidirecional), e os valores obtidos
foram representados em média e desvio padrao (x1SD).

Ja para as variaveis sem distribuicdo normal, ou seja, ndo paramétricas,
as comparacgoes se deram por meio do teste “U”, de Mann-Whitney, e os valores
foram expressos em mediana e intervalo interquartil (25%-75%).

Variaveis descontinuas e categoricas foram analisadas por meio de testes
de Chi-quadrado (?) ou através do teste Exato de Fischer bidirecional, de acordo
com o mais apropriado para cada parametro.

O estudo de associagdo das variaveis genéticas com os parametros
bioquimicos, foi realizado pelo método de Analise de Variancia (ANOVA). Para
essa analise, utilizou-se cada polimorfismo estudado como Vvariavel
classificadora. As analises de correlacdo se sucederam com a codificacdo dos
gendtipos, sendo: 1 (homozigoto de maior frequéncia), 2 (heterozigoto) e 3
(homozigoto de menor frequéncia).

Por meio do programa DeFinetti (http://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwa1.pl),
verificou-se o equilibrio de Hardy-Weinberg, calculou-se das frequéncias
genotipicas e alélicas, bem como o intervalo de confianga de 95% (IC, 95%) para

os alelos de menor frequéncia (minor frequency allele; MAF).



Para as comparagdes de frequéncias alélicas com outras populagdes,
analisadas para os genes do presente estudo, considerou-se similar quando
dentro do limite de 95% do intervalo de confianga, e distinto quando acima ou
abaixo do intervalo definido.

O valor de P (P, probabilidade), inferior a 0,05 (P <0,05) foi considerada
significativa em todas as analises matematicas realizadas.

Todos os dados estatisticos, bem como a presenca de outliers, foram
analisados por meio do programa Statistica para Windows® 10.0 (StatSoft Inc,
Tulsa OK, USA).

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

41 CARACTERIZACAO BIOQUIMICA E ANTROPOMETRICA DA
AMOSTRAGEM

4.1.1 Dados antropométricos avaliados nos grupos infanto-juvenil

A Tabela 4 apresenta os dados antropomeétricos para os grupos de

criangas avaliados no presente estudo.



TABELA 4 — DADOS ANTROPOMETRICOS PARA OS GRUPOS
COMPOSTOS POR CRIANCAS

Parametros Controle Dl P
(n =169) (n = 154)
Idade (anos) 10 (10—-11) 11(9-13) <0,001*
Meninos/Meninas 91/78 74/80 0,298
Peso (kg) 38,3 (33,3 — 45,2) 38,1 (30 - 50,2) 0,806
Altura (m) 1,43 (1,38 - 1,5) 1,45 (1,34 — 1,56) 0,560
IMC (kg/m2) 18,2 (16,7 — 20,5) 17,9 (16,5 — 20,9) 0,727
Z-Score 0,58 + 1,06 0,23+ 1,00 0,011*
Idade de
- 7,0(4-9) -
diagndstico (anos)
Tempo de diabetes
- 4,0(1,9-7,8) -
(anos)
Cetoacidose (%)
No diagnostico - 70,8 -
No ultimo ano - 27,9 -

Os resultados séo apresentados como médiat1-SD ou mediana (intervalo interquartil, 25% - 75%).
IMC, indice de massa corporal. P, probabilidade teste t-Student bidirecional. P+, probabilidade, teste
U de Mann-Whitney. **teste do Chi-quadrado; -, sem informacao disponivel.

Fonte: O autor (2023).

4.1.1.1 Idade, sexo tempo de diabetes e idade de diagndsticos

A mediana de idade do grupo controle (10 anos) foi menor (<0,001) do
que o obtido no grupo de criangas com DM1 (11 anos). O grupo foi pareado por
género (P = 0,298) (Tabela 4).

Sobre a idade de diagnéstico, a foi de 7 anos de idade, que vai de encontro
com o ja descrito em literatura, que indicam o pico de inicio do DM1 entre 5 e 7
anos (STANESCU; LORD; LIPMAN, 2012).

Ainda, de acordo com Wolkers e colaboradores, 2017, o DM1 é mais

comum em criangas e adolescentes, sendo conhecido como infanto-juvenil. O



tempo de diabetes das criangas é de 4 anos, variando de 1,9 a 7,8 anos (intervalo
interquartil) (Tabela 4)

4.1.1.2 Peso, altura, IMC e Z-score

De acordo com a analise estatistica dos dados computados, ndo houve
diferenca significativa entre peso, altura e IMC (indice de massa corporal) entre
os individuos que compde o grupo controle e as criangas com diagndstico de
DM1.

O IMC é frequentemente utilizado em avaliagdes nutricionais, levando em
consideracao o peso e altura do avaliado (peso/altura?). Ja o z-score é um
indicador antropométrico que avalia o crescimento dos individuos a partir da
altura, peso e idade, fornecendo uma medida de crescimento em comparagao a
uma referéncia (DIBLEY; STAEHLING; NIEBURG; TROWBRIDGE, 1987).

Sendo assim, z-score é o parametro utilizado na infancia para avaliar o
desenvolvimento nutricional, tendo em vista a importancia da idade para
avaliacdo do amadurecimento singular de cada criangca (WANG; MORENO;
CABALLERO; COLE, 2006).

O grupo DM1 apresentou uma redugao do z-score em comparagao ao
grupo controle (P =0,011) (Tabela 4). Pacientes com DM1 costumam apresentar
sintomas agudos dessa condigdo, como a perda de peso e a desidratagcéo
resultante da poliuria (USHER-SMITH; THOMPSON; ZHU; SHARP et al., 2015)
(ADA, 2022). Apesar de o DCCT (Diabetes Control and Complications Trial) néo
ter evidéncias suficientes para demonstrar a influéncia do controle metabdlico no
desenvolvimento de criangcas e adolescentes com DM1, alguns autores ja
levantaram essa hipotese anteriormente (USHER-SMITH; THOMPSON; ZHU;
SHARP et al., 2015).

4.1.1.3 Cetoacidose diabética (CAD)

Mais de 70% das criangas com DM1 foram diagnosticadas em quadro de
cetoacidose diabética (CAD) (Tabela 4). A CAD pode ser desencadeada devido
ao atraso ao acesso a servigos de saude, como o inicio da insulinizacido
(GARCIA-DE JESUS, 2008).



Dados epidemiolégicos demonstram que a frequéncia de CAD gira em
torno de 13% a 80% (CLAPIN; EARNEST; COLMAN; DAVIS et al., 2022;
EVANS, 2019). Um estudo realizado com pacientes assistido pelo ambulatorio
de Endocrinologia Pediatrica do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do
Parana, demonstrou que dos 274 pacientes analisados, 161 (58,8%) foram
diagnosticados com DM1 durante um episodio de CAD (FAYFMAN; PASQUEL;
UMPIERREZ, 2017; LEJLIC; HOLMAAS; LOVAS; UELAND, 2023). Outro estudo
apontou que 67% das criangas paulistas foram diagnosticadas em cetoacidose
diabética (FORESTELL; BATTAGLIA; SHARIF; ELTORKI et al., 2023; GARCIA-
DE JESUS, 2008).

Segundo o exposto por Damiani e Damiani, 2008, em 25% dos casos, a
CAD ¢ a primeira manifestacdo do DM. Essa implicacdo, aliada ao quadro de
diabetes ndo diagnosticado, pode promover deterioragdo metabdlica
progressiva. Essa € uma complicagao particularmente frequente no DM1, em
que 5 a 10% dos casos tem como desfecho o ébito (FORESTELL; BATTAGLIA;
SHARIF; ELTORKI et al., 2023). Logo, a CAD € uma das principais causas de
morbimortalidade em criangas (IDF, 2013).

A descompensacao em CAD pode ser o primeiro sinal da manifestagéo
da doenga, devendo ser tratada em unidade de terapia intensiva (UTI)
(NYENWE; KITABCHI, 2016). O manejo clinico da CAD & uma emergéncia para
a pediatria, tendo em vista as outras complicagdes provocadas pela cetoacidose
diabética, como edema cerebral, acidente vascular cerebral isquémico, parada
cardiorrespiratoria, arritmia cardiaca, disfungao miocardica e Diabetes insipidus
devido a trombose do seio e infarto cerebral (EVANS, 2019). Outro dado
levantado foi que 27,9% das criangas avaliadas desenvolveram a complicagao
no ultimo ano, quando ja tinham o diagnostico de DM1 (Tabela 4).

A ocorréncia de cetoacidose diabética em pacientes que ja estdo em
tratamento ocorre devido controle glicémico ineficiente, em razdo ao uso
inadequado da terapia com insulina (GARCIA-DE JESUS, 2008; LEJLIC;
HOLMAAS; LOVAS; UELAND, 2023; TAUSCHMANN; HERMANN; FREIBERG;
PAPSCH et al., 2020).

Muitos estudos demonstram altas taxas de CAD no momento do
diagnostico de DM1, bem como a presente pesquisa. Nesse contexto, elucida-

se a necessidade de investigar novos marcadores de rastreamento e o



desenvolvimento e politicas publicas de saude para conscientizagdo sobre a

deteccao precoce do DM1.

4.1.2 Dados antropométricos avaliados nos grupos contendo adultos

Os dados antropométricos avaliados nos grupos controlem e DM1

constam na Tabela 5 abaixo.

TABELA 5 - DADOS ANTROPOMETRICOS PARA OS GRUPOS
COMPOSTOS POR ADULTOS

Controle DM1

Parametros (n = 147) (n = 131) P
Idade (anos) 44 (40 — 49) 45 (34 - 52) 0,953
Homens/Mulheres 51/96 42/89 0,642
Peso (kg) 74,0 (64,0 -83,0) 69,0(61,0-380,0) 0,025*
Altura (m) 1,65 (1,60 - 1,71) 1,63 (1,59 — 1,70) 0,027~
IMC (kg/m2) 26,7 (23,5-29,8) 25,4 (22,8 - 29,5) 0,129

Idade de diagnostico
- 26,0 (21,0 — 34,0)

(anos)

Tempo de diabetes

14,0 (6,0 — 23,0)

(anos) -
Etnia (%)
Euro-Brasileiros - 82,4 -
Afro-Brasileiros - 17,6 -
Tabagismo (%)
Nao fumante - 49,6 -
Ex-fumante - 35,1 -
Fumante - 15,3 -
HAS (%) - 50,5 -
DAC (%) - 0,3 -

Os resultados sao apresentados como média+1-SD ou mediana (intervalo interquartil, 25% - 75%).
P, probabilidade teste t-Student bidirecional. P+, probabilidade, teste U de Mann-Whitney. *teste
do Chi-quadrado; -, sem informagéao disponivel.

Fonte: O autor (2023).

4.1.2.1 Sexo, idade, idade de diagndstico e tempo de diabetes



Os grupos de adultos, portadores de diabetes, foram pareados por idade
(P =0,953) e género (P = 0,642) (Tabela 5).

O diagndstico dos individuos avaliados ocorreu entre 18 e 37 anos, e a
mediana obtida foi de 26 anos. Em grande parte das populagdes, o pico de
incidéncia do DM1 ocorre ainda na infancia. Todavia, mais da metade dos
pacientes com DM1 sao diagnosticados na idade adulta (VAN BELLE;
COPPIETERS; VON HERRATH, 2011). O grupo DM1 adulto convive com a
doenga por mais tempo (14 anos) (Tabela 5) que o grupo das criangas (4 anos)
(Tabela 4).

4.1.2.2 Peso, altura e ICM

O grupo DM1 apresentou menor IMC que o grupo controle (P = 0,129)
(Tabela 5). Esse dado vai em oposicdo ao relatado em literatura, que
demonstram que efeito da insulinoterapia, hormdnios ou também do aumento na
ingesta caldrica evitando os quadros de hipoglicemia (URAKAMI, 2023). Outros
estudos também demonstram que o tratamento cronico de pessoas com DM1
aumenta o risco de sobrepeso (LI; HUANG; GAO, 2017; URAKAMI, 2023). Isto
pode ser reflexo no mal controle glicémico observado pelos valores de HbA1c
(Tabela 7).

4.1.2.3 Etnia

Os individuos que compde o grupo de adultos com DM1 foi composto por
82,4% de euro-brasileiros, e 17,6% de afro-brasileiros (Tabela 5). Esse dado vai
de encontro com o obtido pelo IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica) para a populacao de Curitiba e regido metropolitana, em que 74,9%
das pessoas se declarou branca (CENSO, 2016).

Os dados de etnia ndo estavam disponiveis para o grupo controle, no

entanto, esses individuos pertencem a mesma regiao demografica.

4.1.2.4 Tabagismo



No Brasil, apesar da real prevaléncia de tabagismo entre pessoas com
diabetes seja desconhecida, o SDB, 2018, supbe que seja em torno de 10%.
Esse dado vai de encontro com o obtido na presente pesquisa, em que 15,3%
dos pacientes com DM1 declaram-se fumantes (Tabela 5). A frequéncia obtida
para ex-fumantes, no presente estudo, foi de 35,1%, enquanto a taxa de pessoas
que nao fumantes, foi de 49,6%. As informagdes sobre o uso de tabaco no grupo
controle ndo estavam disponiveis.

Sabe-se que o tabagismo esta associado maiores riscos de mortalidade
e desenvolvimento complicagdes cardiovasculares entre pessoas com diabetes
(IVANDIC; CIGROVSKI BERKOVIC; ORMANAC; SABO et al., 2023;
JARVISALO; PUTTO-LAURILA; JARTTI; LEHTIMAKI et al., 2002). Todavia, a
relacédo entre o tabagismo e o diabetes ndo estd completamente delineada, mas
existem hipoteses que podem esclarecer a situagao. Substancias presentes no
cigarro, como a nicotina, levam a producédo de radicais livres, interferem na
homeostase bem como na estrutura do endotélio vascular. O tabaco também
tem carater pro-inflamatério, aumentando a inflamagéo e o estresse oxidativo
(MARITIM; SANDERS; WATKINS, 2003).

4.1.2.5 Histérico de hipertensao e doencga arterial coronariana

De acordo com os dados levantados, 50,5% dos pacientes com DM1
avaliados, apresentam hipertensao arterial sistémica (HAS) (Tabela 5). Estudos
apontam que a prevaléncia de hipertensédo, em pessoas com DM1, gira em torno
de 11% e 59% (YAMAZAKI; HITOMI; NISHIYAMA, 2018). Sendo assim, os
dados estdo condizentes com o obtido na presente pesquisa.

A HAS constitui um dos principais fatores de risco para doencas
cardiovasculares, e esta associada ao DM1 e ao DM2. De acordo com o SDB
(2018) a frequéncia de HAS em pacientes com diabetes é 2,4 vezes maior do
que em pessoas sem o disturbio metabdlico (PEREIRA; ACURCIO FDE;
GUERRA JUNIOR; SILVA et al., 2012).

Existem poucos dados na literatura sobre HAS em adultos jovens. Um
estudo transversal de base populacional conduzido em Pelotas (RS),

demonstrou prevaléncia de HAS de 2,3% e 9% nas faixas etarias de 20 a 29



anos e 30 a 39 anos, respectivamente (PICCINI, R.X.; VICTORA, C.G., 1994;
COBAS et al., 2008).

A necessidade do diagndstico precoce de DM, bem como o rastreamento
rapido e efetivo da HAS nesses pacientes, torna-se mais clara com a
possibilidade de progressao para outras condigdes, como a nefropatia diabética.
Existem evidéncias de que os efeitos da HAS indicam maior vulnerabilidade renal
(YAMAZAKI; HITOMI; NISHIYAMA, 2018).

A reducao significativa da presséao arterial pode ser a intervencgao isolada
mais importante em retardar a progressao da nefropatia em pessoas com DM
(BIDANI; GRIFFIN, 2004).

Nesse contexto, as complicagbes crbnicas, principalmente as
relacionadas ao acometimento cardiovascular decorrente da hipertensao arterial
sistémica, sdo de suma importancia (YAMAZAKI; HITOMI; NISHIYAMA, 2018),
tendo em vista que ela é responsavel pelo desenvolvimento de complicagbes

micro e macrovasculares.

4.2 ANALISES BIOQUIMICAS

As Tabelas 6 e 7 apresentam os parametros bioquimicos avaliados para
0s grupos compostos da populagdo infanto-juvenil e de adultos,
respectivamente.

Os ensaios realizados para quantificacdo dos parametros bioquimicos,
foram descritos anteriormente no item 3.2 da se¢ao Materiais e Métodos (Quadro
5).

TABELA 6 — CONCENTRACOES SERICAS DOS BIOMARCADORES
ANALISADOS PARA OS GRUPOS INFANTO-JUVENIL

Controle DM1

Parametros (n = 169) (n = 154) P
Controle glicémico
Glicose (mg/dL) 92 (85 -98) 246 (166 — 329)  <0,001*
Hb1Ac (%) 52 (5,1-54) 9,7 (8,7-11,1) <0,001*

1,5 anidroglucitol (ug/mL) 30,6 (25,7 —38,3) 3,1 (1,9-4,8)  <0,001*

Perfil lipidico




Colesterol total (mg/dL) 149 (129 — 170) 172 (147 - 196)  <0,001*
Colesterol HDL (mg/dL) 50 (42 - 58) 55 (46 — 62) <0,001*
Colesterol LDL (mg/dL) 76,8 (62,2 —96,4) 98 (83 —118) <0,001*
Triglicerideos (mg/dL) 93 (67 — 128) 67 (54 — 89) <0,001*
Perfil nutricional
Albumina (g/dL) 4,18 (4,03 — 4,56) 4,3 (4,1-44) 0,817
Proteinas totais (g/dL) 7,28 (6,82 —7,77) 7,3(6,9-7,7) 0,984
Perfil renal
Ureia (mg/dL) 22 (18 — 26) 27 (22 -31) <0,001*
Creatinina (mg/dL) 0,21 (0,39 - 0,65) 0,7 (0,6 - 0,8) <0,001*
Acido urico (mg/dL) 3,48 (2,97 -4,08) 2,98 (2,5-3,7) <0,001*

Os resultados s&do apresentados como mediana

(intervalo interquartil 25%-75%). P,

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

Fonte: O autor (2023).

TABELA 7 — CONCENTRACOES SERICAS DOS BIOMARCADORES
ANALISADOS PARA OS GRUPOS COMPOSTOS POR ADULTOS

Parametros TN 2k P
(n = 147) (n=131)
Controle glicémico
Glicose (mg/dL) 96 (84 — 106) 187 (113 -251) <0,001*
Hb1Ac (%) 54 (5,2-5,6) 8,65 (7,7-9,6) <0,001*
1,5 anidroglucitol (ug/mL) 23,9 (20,5 - 29) 4,1(2,3-6) <0,001*
Perfil lipidico
Colesterol total (mg/dL) 175,0 (158 — 195) 171 (151 - 198) 0,208
Colesterol HDL (mg/dL) 54 (45 - 63) 50 (41 -63) 0,209
Colesterol LDL (mg/dL) 93,2 (80,8-111,8) 99,5(77,8-119) 0,245
Triglicerideos (mg/dL) 135,0 (88 - 172) 89 (69 — 137) <0,001*
Perfil nutricional
Albumina (g/dL) 3,50 (3,80-3,98) 4,14 (3,84 - 4,35) <0,001*
Proteinas totais (g/dL) 6,87 (6,61 —7,22) 8,19 (7,41 -8,74) <0,001*
Perfil renal
Ureia (mg/dL) 23 (20 - 27) 32 (24 - 40) <0,001*
Creatinina (mg/dL) 0,56 (0,47 -0,67) 0,89 (0,80-1,00) <0,001*



Acido urico (mg/dL) 4,6 (3,7 —5,5) 3,72 (2,86 — 4,83) <0,001*

Perfil hepatico

ALT (mg/dL) 15 (11 = 19) 17 (9 - 22) 0,429
AST (mg/dL) 21 (17 - 25) 16 (12-21)  <0,001*
Gama-GT (mg/dL) 27 (20 — 41) 24 (16 — 39) 0,073

Os resultados sao apresentados como mediana (intervalo interquartil 25%-75%). P,
probabilidade teste t-Student bidirecional. P*, probabilidade, teste U de Mann-Whitney.
Fonte: O autor (2023).

4.2.1 Biomarcadores de controle glicémico

A glicemia do grupo controle infato-juvenil (92mg/dL) e adulto (96mg/dL),
mesmo nao tendo sido obtido em jejum, encontra-se dentro dos intervalos de
referéncia (60-99mg/dL), confirmando a auséncia de pré-diabetes (<100mg/dL)
ou diabetes (<126mg/dL) (Tabelas 6 e 7).

Os grupos DM1 de inicio na infancia e na fase adulta apresentam mal
controle glicémico conforme os critérios estabelecidos pela ADA e SBD (ADA,
2022; SBD, 2018) para criancas (glicemia em jejum <180mg/dL, HbA1c <7% e
1,5AG <10pg/dL) e adultos (glicemia em jejum <180mg/dL, HbA1c <7,5% e
1,5AG <10pg/dL) (Tabelas 6 e 7).

De acordo com o DCCT, criangas e adolescentes tendem a ter maiores
concentracdes de HbA1c em comparagao com adultos, dado que corrobora os
obtidos na presente pesquisa (criangas: 9,7% vs adultos: 8,6%) (Implications of
the Diabetes Control and Complications Trial, American Diabetes Association,
1993).

Outro parametro dosado para esclarecimento do controle glicémico pos-
prandial e de curto prazo, o 1,5 anidroglucitol (1,5AG), uma vez que fornece
informacao sobre o controle glicémico nas 24 a 72 horas anteriores ao ensaio
(LIANG; SHI; FENG; CHEN et al., 2021; MIGALA; CHALUBINSKA-FENDLER;
ZIELINSKA, 2022). Sendo assim, o 1,5AG revela informagdes de excursdes
glicémicas, contribuindo para o controle da condigdo em conjunto com os demais
marcadores.

A concentragado mais baixa de 1,5AG no grupo de criangas (3,1ug/mL) em

relacdo ao adulto (4,1ug/mL) com DM1 sugere maiores picos, ou excursdes



glicémicas mais frequentes e continuas nas criangas. O pior controle da
glicémico na populacdo infanto-juvenil estd de acordo com as dificuldades
observadas em alcancar as metas terapéuticas nesta faixa etaria (TOSUR;
PHILIPSON, 2022).

4.2.2 Biomarcadores de perfil lipidico

Estudos de base populacional estimam que 14-45% das criangas com
DM1 tém dois ou mais fatores de risco de doenca cardiovascular aterosclerética
(MARGEIRSDOTTIR; LARSEN; BRUNBORG; OVERBY et al, 2008;
RODRIGUEZ; FUJIMOTO; MAYER-DAVIS; IMPERATORE et al, 2006;
SCHWAB; DOERFER; HECKER; GRULICH-HENN et al., 2006), e a prevaléncia
de fatores de risco de doenca cardiovascular aumenta com a idade (SCHWAB;
DOERFER; HECKER; GRULICH-HENN et al., 2006) e entre as minorias
raciais/étnicas (REDONDO; LIBMAN; CHENG; KOLLMAN et al., 2018), sendo
que as meninas apresentam uma carga de risco mais elevada do que os rapazes
(MARGEIRSDOTTIR; LARSEN; BRUNBORG; OVERBY et al., 2008).

Estudos recentes descobriram que as taxas de hospitalizacédo por
insuficiéncia cardiaca (ajustadas para idade e sexo) foram duas vezes maiores
em pessoas com diabetes em comparacdo com aquelas sem diabetes
(CAVENDER; STEG; SMITH; EAGLE et al., 2015; MCALLISTER; READ;
KERSSENS; LIVINGSTONE et al, 2018). O diabetes predispde ao
desenvolvimento de arteriosclerose acelerada. A avaliacdo lipidica desses
pacientes contribui para a avaliacdo de risco e identifica uma proporcéo
importante daqueles com dislipidemia.

Em adultos com diabetes, € razoavel obter um perfil lipidico (colesterol
total, colesterol LDL, colesterol HDL e triglicerideos) no momento do diagndstico,
na avaliacdo médica inicial e, posteriormente, pelo menos a cada 5 anos em
pacientes com idade inferior 40 anos. Em pessoas mais jovens com doenca de
longa duragao (como aquelas com diabetes tipo 1 de inicio na juventude), perfis
lipidicos mais frequentes podem ser razoaveis. Um painel lipidico também deve

ser obtido imediatamente antes do inicio da terapia com estatinas (ADA, 2023).



Em criancas a triagem inicial deve ser feita logo apds o diagnéstico e se
a triagem inicial for normal, a triagem subsequente podera ser realizada aos 9—
11 anos de idade, que é um periodo estavel para avaliagao lipidica em criangas
(MCALLISTER; READ; KERSSENS; LIVINGSTONE et al., 2018; REDONDO;
LIBMAN; CHENG; KOLLMAN et al., 2018; SCHWAB; DOERFER; HECKER;
GRULICH-HENN et al., 2006). Embora o grupo DM1 de inicio na infancia
apresente concentracdes superiores de colesterol (total e LDL-C), em relagado ao
do grupo controle (P <0,001), a concentragdo mediana do LDL-C é inferior a
100mg/dL (Tabela 6). Sendo assim, recomenda-se que estas criancas
continuem monitorando o perfil lipidico apds os 11 anos de idade a cada trés
anos (ADA, 2023).

O grupo DM1 apresenta maiores concentragées de HDL-C e menores de
triglicerideos que o grupo controle (P <0,001). Este perfil ja foi repostado na
literatura (GUY; OGDEN; WADWA; HAMMAN et al, 2009; KRISHNAN;
COPELAND; BRIGHT; GARDNER et al., 2011; SNELL-BERGEON; WEST;
MAYER-DAVIS; LIESE et al., 2010), mas n&o se acredita que este aparente
melhor perfil lipidico este associado a menor risco (ALBERS; MARCOVINA,;
IMPERATORE; SNIVELY et al, 2008; COLHOUN; OTVOS; RUBENS;
TASKINEN et al, 2002; KORNERUP; NORDESTGAARD; FELDT-
RASMUSSEN; BORCH-JOHNSEN et al., 2003; ORCHARD; VIRELLA;
FORREST; EVANS et al., 1999).

Em relagcdo aos dados obtidos para os grupos compostos por adultos,
observa-se que o perfil lipidico apresenta comportamento semelhante (P >0,05).
Como no grupo infanto-juvenil, nota-se que o grupo DM1 apresenta menores
concentracdes de triglicerideos (P = <0,001) em relagdo ao grupo controle.
Estudos realizados anteriormente, também apresentaram resultados
semelhantes, demonstrando que o pacientes com DM1 apresentam melhor perfil
lipidico (GUY; OGDEN; WADWA; HAMMAN et al, 2009; KRISHNAN;
COPELAND; BRIGHT; GARDNER et al, 2011). Da mesma forma, a
recomendagao para pessoas com diabetes entre 40 e 75 anos de idade com
maior risco cardiovascular, incluindo aquelas com um ou mais fatores de risco
de doenca cardiovascular aterosclerética, recomenda-se o uso de terapia com
estatinas de alta intensidade para reduzir o colesterol LDL em <50% do valor

basal e atingir uma meta de colesterol LDL de <70mg/dL. Assim como,



intensificar a terapia de estilo de vida e otimizar o controle glicEmico para
pacientes com concentragéo de triglicerideos superiores a 150mg/dL e/ou HDL-
C <40mg/dL para homens e <50mg/dL para mulheres (ADA, 2023). Como
observado na Tabela 4, a mediana destes parametros no grupo DM1 estao
dentro dos recomendados.

Existem estudos que mencionam que os lipidios de pacientes com DM
talvez sejam mais aterogénicos. Uma possivel explicagcao seria a diferenca de
tamanho das particulas de lipoproteinas, o processo de oxidagao do colesterol
LDL e o exacerbado transporte de LDL na circulagéo de pacientes com DM (LEE;
KIM; LEE; CHANG, 2022). Ainda, mesmo que a classificacdo de aterogénicos
nao facga jus aos pacientes avaliados no presente estudo, sabe-se que individuos
com DM1 tem maiores riscos de desenvolver complicagbes micro e
macrovasculares (HUANG; REFAAT; MOHAMMEDI; JAYYOUSI et al., 2017).

4.2.3 Biomarcadores de perfil nutricional

N&o houve diferenca significativa nas concentra¢des séricas de albumina
(P =0,817) e proteinas totais (P = 0,984) no grupo infanto-juvenil (Tabela 3). E
embora, no grupo adulto, os pacientes com DM1 apresentaram concentragdes
superiores de proteinas totais e albumina em relagdo ao grupo controle (Tabela
4), encontram-se ainda dentro dos intervalos de referéncia. Isso indica que ndo
ha sinais de deficiéncia nutricional, particularmente de perda proteica, na
populagao avaliada (LEE; KIM; SEO, 2022).

A albumina desempenha fungao essencial para manuteng¢ao do volume
plasmatico, bem como o transporte de substancia hidrofébicas e drogas
(WAGNER; HRADEC; MANDLIKOVA, 1969). A albumina atua no equilibrio
osmotico do organismo. Aliado a isso, a proteinuria persistente € um indicador
de lesdo renal. O Diabetes mellitus representa um fator de risco para o
desenvolvimento de complicagdes renais. A nefropatia diabética, afeta de 10 a
40% dos pacientes com DM, constituindo a principal causa de insuficiéncia renal,
dependente de hemodidlise e transplante (MATIJEVIC; TALAPKO;
MESTROVIC; MATIJEVIC et al., 2023).



4.2 .4 Biomarcadores de funcao renal

Como foi mencionado anteriormente, a questao renal é particularmente
importante nos pacientes com DM1. A creatinina dosada como parametro de
avaliagao da filtragdo glomerular, bem como para o diagndstico e monitoramento
de doencas renais (HUISMAN; SPRAAKMAN; KOOMEN; TALSMA et al., 2023).
Aliada a creatinina, a dosagem da ureia € de grande valia para avaliar danos
renais, constituindo os paradmetros mais utilizados como marcadores de
comprometimento renal crénico (KHAN; SCHERZER; LEWIS; MALHOTRA et al.,
2023).

O grupo DM1 de inicio na infancia e na fase adulta apresentaram
contracdes superiores de creatinina e ureia em relagcao aos seus respectivos
grupos controle (P = <0,001), contudo ainda dos intervalos preconizados para as
respectivas faixas de idade (ANDRADE; CHELLINI; JULIANA; CORREA, 2017;
CERIOTTI; BOYD; KLEIN; HENNY et al., 2008).

O acido urico foi o outro parametro avaliado no perfil renal, substancia
essa que provem da digestdo de proteinas. Esse biomarcador reflete a
supersaturacéao urinaria, cristalizacao e obstru¢ao da luz tubular, o que favorece
a inflamagéo local (KHAN; KAUSER; PALAKEEL; ALl et al., 2022; LI; CHEN; HU;
TAN et al., 2023). De acordo com dados da literatura, concentragbes elevadas
de acido urico sugerem um fator de risco para doenga renal na populagao geral
e em pessoas com diabetes (BELLOMO, 2013).

Para as duas populagbes avaliadas, a diferenca das dosagens foi
significativa (P = <0,001). Os pacientes com DM1 apresentaram menores valores
de acido urico, o que vai de encontro com o demonstrado anteriormente em
literatura. Relatos em outros estudos apresentam concordancia com nossos
resultados, onde o acido urico no soro de individuos com DM1 é menor, devido
ao aumentado da depuracgao de urato associado a glicosuria por mecanismo que
ainda nao foi elucidado (ESPARZA MARTIN; GARCIA NIETO, 2011; SHICHIRI;
IWAMOTO; SHIIGAI, 1987).

Apesar da diferenca observada, os valores estdo dentro dos valores de
referéncia preconizados para criancas e adultos para os trés biomarcadores,
sugerindo que os pacientes em estudo n&o apresentam alteragdes relevantes da

funcao renal.



4.2.5 Biomarcadores de fungao hepatica

Sabe-se que o DM representa um fator de risco para o desenvolvimento
de complicagdes hepaticas, tais como a gordura no figado. Sendo assim, existe
uma relacdo bidirecional entre DM e doengas hepaticas (DE LACERDA
VALVERDE; UTSUNOMIYA; DOS SANTOS CARVALHO; FRANCO-BELUSSI
et al., 2022). O figado desempenha uma fungdo de suma importancia na
homeostase da glicose. Sendo assim, existe correlagdo entre o diabetes e
complicagdes hepaticas (MATIJEVIC; TALAPKO; MESTROVIC; MATIJEVIC et
al., 2023). Nesse contexto, realizou-se avaliagdo de aspartato aminotransferase
(AST), alanina aminotransferase (ALT) e de gama glutamil transferase (y-GT)
para os grupos compostos por adultos. A informagéo do perfil hepatico nao foi
obtida para as criangas.

As aminotransferases sdo marcadores hepatocelulares, enquanto a y-GT
representa a fungao do trato biliar. Enquanto ALT esta disponivel apenas no
figado, AST e y-GT sado encontradas em outros orgaos, sendo, portanto,
marcadores com menor especificidade (VOZAROVA; STEFAN; LINDSAY;
SAREMI et al., 2002).

Apenas o biomarcador de AST apresentou diferencga significativa entre os
grupos avaliados (P = <0,001), sendo que o grupo DM1 refletiu menores taxas
desse marcador. Por outro lado, os valores de ALT e y-GT obtidos foram
similares entre os grupos controle e DM1 (P >0,05). Todavia, todos os
biomarcadores, para ambos os grupos, encontram-se dentro dos intervalos de

referéncia preconizados para a faixa etaria.

4.3 ANALISES MOLECULARES

As frequéncias alélicas e genotipicas encontram-se dentro do equilibrio
de Hardy-Weinberg (HWE) para ambos os polimorfismos rs1893217 e
rs6679677, dos genes PTPN2 e PTN22, respectivamente.

O equilibrio de HWE baseia-se na ideia de que, em uma grande populagéo

de reproducdo aleatéria, as frequéncias genotipicas devem cumprir as



propor¢gdes de HWE, que sado: a) as frequéncias alélicas permanecerao
constantes, nas diferentes geragdes, independente do alelo ser menos frequente
ou comum; b) desvios dessas proporgdes podem ocorrer por mutagdes, selegcéo
de gendtipos para transmissao a prole, fluxo génico entre populagdes, adaptacao
e consanguinidade (NAMIPASHAKI; RAZAGHI-MOGHADAM; ANSARI-POUR,
2015).

4.3.1 Polimorfismo rs1893217 (A>G) do gene PTPN2

As frequéncias alélicas e genotipicas para o polimorfismo rs1893217, em
comparagao com 0s grupos controle, para as populagdes infanto-juvenil e de

fase adulta constam nas Tabelas 5 e 6 abaixo.

TABELA 5 - FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS PARA O
POLIMORFISMO rs1893217 NO GRUPO INFANTO-JUVENIL

Controle DM1

Gene/Polimorfismo Genétipos/Alelos (n = 169) (n = 154) P
AA 129 (76,3%) 107 (69,5%)
PTPN2
AG 37 (21,9%) 42 (27,3%) 0,337
rs1893217
GG 3 (1,8%) 5 (3,2%)
12,7% 16,9%
MAF G-allele [95% IC] 0,136
[9-16%] [13-21%]
H-W - 0,854 0,726 -
Dominante A/Avs AIG + G/G 129/40 107/47 0,166
Recessivo G/Gvs AIA+ AIG 3/166 5/149 0,395

Valores dos gendtipos sédo n (%); 95% IC: Intervalo de confianga de 95%; P, probabilidade, teste
de x2. H-W, Equilibrio de Hardy-Weinberg (teste de x3).
Fonte: O autor (2023).

TABELA 6 — FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS PARA O
POLIMORFISMO rs1893217 NO GRUPO COMPOSTO POR ADULTOS

Controle DM1 P

Gene/polimorfismo Genoétipos/Alelos (n=147)  (n=131)

PTPN2 AA 111 (75,5%) 97 (74,1%)
rs1893217 AG 32 (21,8%) 32 (24,4%)

0,708




GG 42,7%)  2(1,5%)

13,6% 13,7%
MAF G-allele [95% IC] 0,963
[10-18%] [10-18%]
H-W - 0,369 0,727 -
Dominante A/Avs AIG + G/G 111/36 97/34 0,779
Recessivo G/Gvs AIA + AIG 4/143 2/129 0,494

Valores dos genotipos sédo n (%); 95% IC: Intervalo de confianga de 95%; P, probabilidade, teste
de x2. H-W, Equilibrio de Hardy-Weinberg (teste de x3).
Fonte: O autor (2023).

As frequéncias genotipicas (criangas: P = 0,337; adultos: P = 0,708) e
alélicas (criangas: P = 0,136; adultos: P = 0,963) do polimorfismo rs1893217
entre os grupos DM1 de inicio na infancia (Tabela 5) e na fase adulta (Tabela 6)
foi similar aos seus respectivos controles, indicando que este polimorfismo nao
rs1893217 esta associado ao DM1 na populagao estudada.

As frequéncias dessa variante genética também n&o divergiram
estatisticamente, entre pacientes com e sem DM1, em diferentes modelos de
heranga genética, sendo esses: recessivo (A/A vs. A/IG + G/G) e dominante (G/G
vs. A/A + A/G).

Este resultado esta de acordo com outro estudo conduzido também em
populagao sul brasileira e na chinesa. Rheinheimer e colaboradores (2014)
encontraram a frequéncia do alelo G em 14,5% no grupo DM1 e 12,2% no grupo
controle (P = 0,152), frequéncias estas que se encontram dentro do intervalo de
confianga para este alelo em todos os grupos estudados (Tabelas 5 e 6).

Contudo, na populagdo Chinesa foi encontrado associacdo do
polimorfismo rs1893217 com o DM1 (CHEN, 2019). Neste estudo, individuos
diabéticos, portadores de GG tiveram maior frequéncia do anticorpo ZnT8
(anticorpo antitransportador de zinco 8) quando comparados com portadores do
alelo AA (IC 95%, P = 0,026) (CHEN, 2019).

Ainda, portadores do alelo A/G apresentam maior frequéncia do anticorpo
IA-2A (IC 95%, P = 0,038), mas nenhuma relagao foi observada em relagédo ao
anticorpo GADA (P >0,05) (CHEN, 2019). Assim, foi sugerido que o polimorfismo
rs1893217 pode conferir modesta autoimunidade para as células beta do
pancreas (STECK; WONG; WAGNER; JOHNSON et al., 2012).

A Tabela 7 abaixo demonstra as frequéncias alélicas e genotipicas

encontradas para o polimorfismo rs1893217 do presente estudo e demais



populagdes. Nota-se que a distribuicdo do alelo de menor frequéncia (G) € nos
grupos DM1 e controles sao similares as descritas para outra populacdo
brasileira (2014) e chinesa (CHEN, 2019). Ainda, a frequéncia do alelo G nos
grupos controle também foi similar a descrita para as populagdes Canadenses e

Suica.

TABELA 7 - COMPARAGCAO DAS FREQUENCIAS GENOTIPICAS E
ALELICAS DO POLIMORFISMOS rs1893217 (A>G) DO GENE PTPN2 COM
DADOS DA LITERATURA

T 0 Alelo
PTPN2 - rs1893217 Genotipo (%) MAF

Grupo étnico Caracteristica N AA AG GG (%)
Criangas DM1 154 69,5 27,3 3,2 16,9
Presente estudo Controle 169 76,3 219 1,8 12,8
Adultos DM1 131 741 244 15 13,7
Presente estudo Controle 147 755 21,8 2,7 13,6
Chineses DM1 1023 67,8 27,7 45 18,3
(CHEN et al., 2019) Controle 1247 68,2 29,2 2,6 17,2
Brasileiros DM1 486 735 24 25 14,5
(RHE'N';%M)ER etal, Controle 484 779 198 23 122

Canadenses Doenca de Crohn 406 - - - 19

(AMRE et al., 2010) Controle 415 - - - 14
Japoneses Doenca de Crohn 547 - - - 19,5
(MARCIL et al., 2013) Controle 590 - - - 13,6
Suicos Doenca de Crohn 343 - - - 19,5
(SCHARL et al., 2012) Controle 663 - - - 12,3

Abreviacdes: DM1 (Diabetes mellitus tipo 1)

No estudo conduzido por Chen e colaboradores (2019), os autores
realizaram uma analise estratificada por idade, a fim de obter resultados em
diferentes faixas etarias. Essa analise sugere que o polimorfismo aumenta o
risco para DM1 de inicio antes dos 18 anos de idade (P = 0,02), mas ndo no DM1
diagnosticado depois dos 18 anos (P = 0,5), ou seja, (CHEN, 2019). Esses
achados sugerem uma heterogeneidade de /oci de risco genético para o DM1 de
inicio na infancia e na fase adulta.

Conforme o supracitado, o gene PTPN2 foi associado anteriormente a
outras doencas autoimunes, tal qual a Doenga de Crohn, uma inflamagao cronica
do trato gastrointestinal (TORRES; MEHANDRU; COLOMBEL; PEYRIN-



BIROULET, 2017). De acordo com os dados encontrados em literatura, o
polimorfismo rs1893217 foi associado a Doenca de Crohn nas populagdes
estudadas. Steck e colaboradores, 2012, conduziram uma pesquisa em torno de
20 genes, com excegao do HLA, para determinar associagdes com o diabetes.
Os autores eles observaram que o polimorfismo rs1893217, do gene PTPN2,
previu a autoimunidade das ilhotas, mas n&o o desenvolvimento de DM1, apos
acompanhar o histérico familiar (STECK; WONG; WAGNER; JOHNSON et al.,
2012).

Interacbes com genes ndo HLA também podem influenciar o efeito dos
polimorfismos no risco para desenvolvimento do DM1. A predisposi¢cao genética
para diabetes autoimune é fortemente ligada a genes ligados a regido do MHC.
Entretanto, /locus n&o associados ao MHC, também sdo candidatos a
predisponentes no risco do DM1 (DOUROUDIS; KISAND; NEMVALTS;
RAJASALU et al., 2010).

Frederiksen e colaboradores, 2013, descreveram uma possivel interagao
entre o receptor de vitamina D (VDR) e os genes PTPN2, na progressao para
DM1 na populagdo infanto-juvenil. Em criangcas com o gendtipo PTPN2
rs1893217 A/A, o alelo A do VDR rs1544410 foi associado a uma diminuigao
risco de DM1. Por outro lado, em criangcas com o alelo PTPN2 rs1893217 G, o
alelo A do VDR rs1544410 nao foi associado a condicdo metabdlica
(FREDERIKSEN; LIU; ROMANOS; STECK et al., 2013). Essa possivel interagéo
tem plausibilidade bioldgica, haja vista que o VDR se liga a um novo sitio de
ligagcao intrénica no gene PTPN2 (RAMAGOPALAN; HEGER; BERLANGA,;
MAUGERI et al., 2010). Sugere-se, portanto, que variagbes em ambos 0s genes
sdo necessarias para levar a um efeito no risco de DM1 (RHEINHEIMER;
OLIVEIRA FDOS; CANANI; CRISPIM, 2014).

O papel potencialmente importante do PTPN2 na patogénese do DM1 foi
descrito anteriormente em literatura. Estudos de associagdo de genoma
relataram uma associagao entre polimorfismos de PTPN2 e a condigcao
metabolica (TODD; WALKER; COOPER; SMYTH et al., 2007; WELLCOME
TRUST CASE CONTROL, 2007). Entretanto, o presente estudo de caso-
controle, ndo replicou a associagao relatada do polimorfismo rs1893217 no gene

PTPN2 com o DM1 em euros descendentes.



Em adicdo a isso, observou-se que nao houve associagdao do
polimorfismo rs1893217 com as concentragdes dos biomarcadores de controle
glicémico, perfil lipidico, perfil renal, perfil nutricional e perfil hepatico nas
populagdes estudadas.

Conforme o discutido, alguns estudos demonstram a importancia do
polimorfismo rs1893217 no gene PTPN2, e sua associacdo com diferentes
doencas. Mais estudos sao necessarios para entender os mecanismos
subjacentes a essas associagbes e como elas podem ser utilizadas para

melhorar o diagnéstico e o tratamento dessas doengas.

4.3.2 Polimorfismo rs6679677 (C>A) do gene PTPN22

As frequéncias alélicas e genotipicas para o polimorfismo rs6679677, em
comparagao com 0s grupos controle, para as populagdes infanto-juvenil e de

fase adulta constam nas Tabelas 8 e 9 abaixo.

TABELA 8 FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS PARA O
POLIMORFISMO rs6679677 NO GRUPO INFANTO-JUVENIL

. . o Controle DM1
Gene/polimorfismo Genétipos/Alelos (n = 169) (n = 154) P
100
CC 123 (72,8%)
PTPN22 (64,9%) 18
rs6679677 CA 45 (26,6%) 45 (29,2%) ’
AA 1 (0,6%) 9 (5,9%)
13,9% 20,5%
MAF A-allele [95% IC] 0,027
[10-18%] [16-25%]
H-W - 0,145 0,205 -
Dominante C/Cvs C/A + A/IA 123/46 100/54 0,699
Recessivo A/Avs C/A + C/C 1/168 9/145 0,006

Valores dos genotipos sdo n (%); 95% IC: Intervalo de confianga de 95%; P, probabilidade, teste
de x2. Equilibrio de Hardy-Weinberg (teste de x3).
Fonte: O autor (2023).

As frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo rs6679677 foram
superiores no grupo DM1, conferindo risco para o DM1 com inicio na infancia
(Tabela 8). O alelo A confere um risco a predisposicéo 1,59 vezes maior a DM1

(OR =1,59; IC 95% 1,05-2,41). Em concordancia com nossos resultados, o alelo



A também foi significativamente associado ao aumento do risco de DM1 na
populagao estoniana (OR = 1,50; IC 95% = 1,17-1,92; p = 0,001) (DOUROUDIS;
KISAND; NEMVALTS; RAJASALU et al., 2010).

TABELA 9 - FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS PARA O
POLIMORFISMO rs6679677 NO GRUPO COMPOSTO POR ADULTOS

. . e Controle DM1
Gene/polimorfismo Genétipos/Alelos (n = 147) (n=131) P
CC 117 (79,6%) 100 (90,1%)
PTPN22
CA 27 (18,4%) 30 (9,2%) 0,455
rs6679677
AA 3 (2%) 1(0,7%)
11,2% 12,2%
MAF A-allele [95% IC] 0,717
[8-15%] [8-16%]
H-W - 0,342 0,280 -
Dominante C/ICvs C/A + AIA 117/30 118/13 0,513
Recessivo A/Avs C/A+C/C 3/144 1/130 0,371

Valores dos genotipos séo n (%); 95% IC: Intervalo de confianga de 95%; P, probabilidade, teste
de x2. H-W, Equilibrio de Hardy-Weinberg (teste de x3).
Fonte: O autor (2023).

Contudo, o polimorfismo rs6679677 nao foi associado ao risco para o DM1
de inicio na fase adulta, uma vez que nao houve diferenca estatisticas das
frequéncias genotipicas (P = 0,455) e alélicas (P = 0,717) entre os grupos
(Tabela 9). Também corroborando nossos resultados, na populagao estoniana,
o polimorfismo nao foi associado ao risco para LADA (KISAND; UIBO, 2012). Os
resultados mostraram que o polimorfismo rs6679677 estava significativamente
associado com o risco de DM1, mas nao com o risco de LADA (KISAND; UIBO,
2012).

Com base nos dados expostos e analisados, sugere-se que O
polimorfismo rs6679677 do gene PTPN22 nado esta associado ao risco ou
protecdo ao DM1 na idade adulta, mas esta associado ao risco na populagao
infanto-juvenil. Os dados obtidos para a populagdo mais jovem vao de encontro
com outros estudos realizados. Em um avaliagdo gendmica, o Welcome Trust
Case Control, reportou 0 SNP rs6679677 como sendo um fator de risco para o
desenvolvimento do Diabetes mellitus tipo 1 (WELLCOME TRUST CASE
CONTROL, 2007).



Welter e colaboradores (2018) mostraram que criangas portadoras do
alelo A do polimorfismo rs2476601 no gene PTPNZ22 apresentam 3 vezes mais
chances de desenvolver DM1.

Contudo, Campos e colaboradores (2020) ndo encontram associagao
deste polimorfismo com o DM1 de inicio na fase adulta. Estes resultados
suportam a informacéo de que os polimorfismos rs6679677 e rs2476601 estao
em forte desequilibrio de ligacdo (HINKS; COBB; MARION; PRAHALAD et al.,
2013).

Smyth e colaboradores (2008) avaliaram em uma populagao Briténica os
efeitos do rs6679677 no DM1. Os autores realizaram um estudo de associacao
amplo de genoma (GWAS) em uma amostra de 7.514 individuos com DM1 e
9.045 controles saudaveis, e encontraram uma forte associagao entre o locus
1p13 e o risco de DM1. Em seguida, eles realizaram analises de associagéo
condicional e haplétipo para investigar os polimorfismos responsaveis por essa
associacao.

Os resultados mostraram que o polimorfismo rs6679677 era o principal
fator responsavel pela associagado do locus 1p13 com o risco de DM1. Além
disso, os autores encontraram uma interagao estatisticamente significativa entre
o polimorfismo rs6679677 e os alelos do HLA classe Il, que sao conhecidos por
serem os principais fatores de risco genético para o DM1 (SMYTH; COOPER;
HOWSON; WALKER et al., 2008).

Os autores concluiram que o polimorfismo rs6679677 € o principal fator
responsavel pela associagcao do locus 1p13 com o risco de DM1, e que a
interacdo entre esse polimorfismo e os alelos do HLA classe Il pode explicar
parcialmente a complexidade genética do DM1 (SMYTH; COOPER; HOWSON;
WALKER et al., 2008).

A Tabela 10 abaixo demonstra as frequéncias alélicas e genotipicas
encontradas para o polimorfismo rs6679677 no presente estudo e demais

populacgdes.

TABELA 10 - COMPARAGCAO DAS FREQUENCIAS GENOTIPICAS E
ALELICAS DO POLIMORFISMOS rs6679677 (C>A) DO GENE PTPN2 COM
DADOS DA LITERATURA

PTPN22 - rs6679677 Genotipo (%)




“Alelo

Grupo étnico Caracteristica N CC AC AA MAF

(%)

Criangas DM1 154 649 292 59 20,5
Presente estudo Controle 169 72,8 26,6 0,6 13,9
Adultos DM1 131 76,3 229 0,8 12,2
Presente estudo Controle 147 796 184 2 11,2
Estonianos DM1 154 571 345 8,4 25,6
(DOUROUDIS et al., 2010) Controle 230 748 226 26 13,9
Estonianos DM1 154 57 35 8 26

DM2 260 69 29 2 16

LADA 64 75 23 2 13

(KISAND et al., 2012) Controle 229 75 22 3 14
Britanicos DM1 7500 67,7 291 3,2 17,7
(SMYTH et al., 2008) Controle 7.200 81,7 174 0,9 97
Norte-europeus AlJ 444 7 21 2 13
(PRAHALAD et al., 2009) Controle 642 81 18 1 10

Abreviagdes: DM1 (Diabetes mellitus tipo 1), DM2 (Diabetes mellitus tipo 2), LADA (diabetes
autoimune latente do adulto), AlJ (artrite idiopatica juvenil)

Em negrito as frequéncias dos grupos em estudo e negrito e itdlico frequéncias em outras
populagdes que estao fora do intervalo de confianga para os grupos DM1 e controle em criangas.

A frequéncia do alelo A nos grupos controles foram similares ao descritos
para as popula¢des Europeias (Tabela 10). Ja, do grupo DM1 de inicio na
infancia foi similar a descrita para a populag¢ao Britanica (SMYTH et al., 2008) e
levemente inferior a da Esténia (KISAND et al., 2012). O grupo DM1 de inicio na
fase adulta (95% IC, 8-16%) apresentou a frequéncia do alelo A inferior a descrita
para o grupo DM1 de inicio na infancia na populagao brasileira deste estudo
(95% IC, 16-25%), mas similar a descrita para LADA na populagdo da Esténia
(13%) (KISAND et al., 2012).

Em outro estudo conduzido por Prahalad e colaboradores (2009), os
autores analisaram a influéncia do polimorfismo em questao na artrite idiopatica
juvenil. Os resultados sugerem que variantes genéticas em loci associados com
varias doencas autoimunes também podem contribuir para o risco de AlJ.

Em adi¢ao ao supracitado, esses resultados podem ter implicacbes mais
amplas para o desenvolvimento de terapias direcionadas para multiplas doencas
autoimunes. Os valores obtidos para os controles na populagao estudada, estao

condizentes com os encontrados no presente estudo.



Nao houve associagao do polimorfismo rs6679677 com as concentragoes
dos biomarcadores de controle glicémico, perfil lipidico, perfil renal, perfil
nutricional e perfil hepatico na populacéo estudada.

Em suma, com base nos resultados obtidos neste estudo os realizados na
populagdo Europeia (DOUROUDIS; KISAND; NEMVALTS; RAJASALU et al.,
2010; KISAND; UIBO, 2012; SMYTH; COOPER; HOWSON; WALKER et al.,
2008) o polimorfismo rs6679677 do gene PTPN22 esta associado o risco do

desenvolvimento no DM1 de inicio na infancia, mas ndo no de fase adulta.



5 CONCLUSOES

e O polimorfismo rs1893217 do gene PTPN2 nao foi associado a risco ou a
protecao ao Diabetes mellitus tipo 1 de inicio na infancia e na fase adulta;

e O polimorfismo rs1893217 do gene PTPN2 nao foi associado a
biomarcadores em criancgas e adultos portadores de Diabetes mellitus tipo
1;

e O polimorfismo rs6679677 foi associado a risco ao Diabetes mellitus tipo
1 de inicio na infancia;

e Criancas portadoras do alelo A do polimorfismo rs6679677 tem 1,59 vezes
mais chances de desenvolver o DM1;

e O polimorfismo rs6679677 nao foi associado a risco ou protecao ao
Diabetes mellitus tipo 1 na populagéo adulta.

e O polimorfismo rs6679677 do gene PTPN2 nao foi associado a
biomarcadores em criangas e adultos portadores de Diabetes mellitus tipo
1;
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tratarments & o sistema plbbco de sadde.

Comentérios & Consideragbes sobre a Pesguisa:

A pesguisa apresenta cunho relevante haja visto que o diabsles & uma palologia que afeta B% da populagdo
& principalmente o controle glicdmico & dificll prncipalmente em criancas & adolescenlza. A assadiva de gue
& necessido estudar & avaliar milfiplos & diferenies marcadoresemn conjunio para a exfragho de elemenios
represeniativos que possam ser utilizados cormo biomarcadores de risco & ou protecdo associados ao
diabeles &0 o ponilo ceniral desta pesquisa. Porlanio,novos biomarcadores proleicos e gendmicos,
associados a marcadores clissicos do diabeles como glicemia de jejum, glicemia pos-prandial, 1,5
anidroglucitol {1,5AG), alburnina glicada (AG), insulina e hemoglobina ghcada, 580 elemenlos canlrais nessa
pesguisa.

Consideragies sobre os Termos de apresentacio obrigatéria:

O termos exigidos por este CEP foram anexados. anexada a declaragio final modelo COMEP, onde o
Coparticipante decara ter lido & concordar cormn o Parecer desie CEPISD, lembrando que 8 Resoluglo em
vigar & a 4652012CHE, em substiuicio & 196/ 6/ICHS.

Recomendacoes:

Solicitamos gue sejam apresentadoes & este CEP, relatdrios semesirais sobre o andamenio da pesquisa,
bem como informaches relativas 4s modificagies do prolocols, cancelamenis,

Enderefs: Rua Pades Camargo, 280
Bairra: ¥ andar CEP: BO.O&E0-240
UF: FR Municipio: CURITIEA

Telalene: (413360-7253 E-mail: ocomeios s ofliulpr b



UNIVERSIDADE FEDERAL DO
PARANA - SETOR DE W
CIENCIAS DA SAUDE/ SCS -

Confisungio do Parscer: BE5LTT

gncerramenio & desting dos conhecimenios oblidos, através da Plataferma Brasil - no moda:
NOTIFICACAD.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadeguagdes:

E obrigaténo retirar na secretana do CEP/SD uma copia do Termo de Consentiments Livie & Esclarecido
com carimbo onde constard dala de aprovagBo por este CEPISD, sendo esbe modelo reproduzido para

aplicar junio ao participante da pasquisa.

0 TCLE dewerd conter duas vias, uma ficard com o pesquisador @ uma ctpia ficard com o participante da
pesguisa (Carta Circular n®. 003/2011COMEFICNS)

Situacio do Parecer:

Aprovada

Mecessita Apreciagio da CONEP:

Mo

Comsideragdes Finais a criterio do CEP:

0 TCLE dewerd conbter duas wias, uma ficard com o pesquisador @ uma ctpia ficard com o participante da
pesquisa, tanlo o participante coms o pesquisador deverdo rubricar todas as pdginas do TCLE, oponda
gssinaturas na diima pagina do referido Termo (Carta Circular n® 003201 1 COMEPICHS).

CURITIBA, 21 de Maio de 3014

Assinado por:
106 CRISTINA GUBERT
(Coordenadar)
Endarefs: Rua Padee Camange, 280
Baime: 2 andar CEP: BO.0&0-240

UF: PR Municipio: CURITIEA
Telalfone: [(41)3360-7253 Eamail: ooimeica saedefd ulpr br



ANEXO 2 - TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO DE
DIABETICOS ACIMA DE 12 ANOS E MENORES DE 18 ANOS

TERMO DE ASSENTIMENTO INFORMADO LIVRE E ESCLARECIDO

Adolescentes maiores de 12 anos € menores de 18 anos

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

Résponsével: Fabiane Gomes de Moraes Rego (orientador)

)
]

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

£55 %22
adatade 24 [ 5/ ”20""{4‘.‘::_

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

O que significa assentimento?

Aptovaau pelo Comité de Etica em Pesquisa
em Seres Humanos do Setor de Gidncias da

Saude/UFPR.

Parocer CER/SD-PB.n?

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

n

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

Informacgdo ao Paciente:

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

Caso vocé participe da pesquisa, os dados pessoais biométricos (como idade,

peso, 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 p_ossivei que vocé experimente algum desconforto, principalmente
relacionado & agulhada da coleta de sangue.

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

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

Rubricas:
Sujeito da Pesquisa e fou responsavel legal

Pesquisador Respensivel ou quem aplicou o
TCLE




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

Caso vocé aulorize, seu sangue sera armazenado corretamente e podera ser

utilizado em outras pesquisas semelhantes a esta, que buscam aumentar o

conhecimento sobre doengas e melhorar a qualidade de vida dos pacientes.

Toda nova pesquisa a ser feita com o seu material armazenado, sera

submetida & apreciagdo do Comité de Etica em Pesquisa, e a cada nova
+  pesquisa, 0 sujeito serd contatado para consentir novo uso de sua amostra, o
¢ © qual sera formalizado através de um TCLE especifico.

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

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

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

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

Quando os resultados forem publicados, ndo aparecerd seu nome, e sim um

codigo.
Rubricas:
Sujelto da Pesqulsa e /ou responsavel legal

Pesquisador Respansivel ou quem aplicou o
TCLE

Contato para dividas

Se vocé ou os responsaveis por vocé tiver(em) dividas com relagio 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 séo: Fabiane Gomes de Moraes

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

Borsato Hauser (alinehauser@uipr.br);farmacéuticos, poderao ser contatados
Aprovado palo Comitd do Etica em Pesquisa

em Seres Humanos do Setor do C
Salde/UFPR, -

Parecer CEP/SD-PB.ne 655 Y
nadatade a1 5] 2
J 935 [ 20y
\,‘-)-.sc‘,,’




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

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

DECLARACAQO 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, €
que posso interromper a minha participagdo a qualquer momento sem dar uma
razio. 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 Ciéneias da Satde da FUFPR
Rua Pe. Camargo, 280 — 2° andar — Alto da Gléria — Curitiba-PR ~CEP:80060-240
Tel (41)3360-7259 - e-mail: cometicasaude@ufpr.br

Aprovado pelo Comité da Etica em Pesquisa
em Seres Humanos do Setor de Cidncias d¢a
Satde/UFPR. i

Parecer GEP/SD-PB.n?_£55 4/ 23
nadatade_2| _J 05 J2ck| W

ANEXO 3 — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)



DE COLETA DE DADOS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

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

a)

b)

0)

d)

g)

h)

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

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

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

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

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

Os beneficios esperados com essa pesquisa s3o: 1) melhor conhecimento do perfil bioquimico
e molecular dos adolescentes 2) a expectativa do desenvolvimenio de novos ensaios
laboratoriais que permitam um melhor diagnéstico e tratamento de doengas ligadas a
adolescentes. No entanto, nem sempre ele sera diretamente beneficiado com o resultado da
pesquisa, mas podera contribuir para o avango cientifico.

Caso vocé autorize, o sangue de seu filho menor de idade serd armazenado corretamente e
podera ser utiizado em outras pesquisas semelhantes a esta, que buscam aumentar o
conhecimento sobre doengas e melhorar a qualidade de vida dos pacientes. Toda nova
pesquisa a ser feita com o material dele armazenado, serd submetida a apreciagao do Comité
de Etica em Pesquisa, e a cada nova pesquisa, o sujeito serd contatado para consentir novo
usc 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 anos, mas
poderé ser descartada devido a inadequagio da amostra por critérios de qualidade. Neste
caso, a amostra sera colocada em recipientes apropriados e sera descartada seguindo normas
bem definidas, sem causar riscos a salide de ninguém, tampouco ao meio ambiente.

Rubricas:

Sujeito da Pesquisa e fou responsivel legal
Pesquisader Responsdvel
Qrientador Crientado

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




COLETA DE DADOS

Paciente n® Registro HC:

1. MNome:

2. Data de nascimento:

3. Paciente( ) Parente( )Parentesco:

4, Sexo Masculino () Feminino ( )}
5. Pubere( ) PréPuabere( ) Tanner
6. CAD no diagnostico Sim ( ) Nao ()
7. CAD no utimoano Sim ( ) Nao ()

8. Consanguinidade Sim ( ) Nao ( )

9. ldade de diagnostico (meses ou anos)
10. Tempo de diabetes (meses)

11. Peso (kg)

12. Peso (DP)

13. Estatura (om)

14. Estatura (DF)

15. IMC (kg/m2)

16, IMC (DP)

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

18. Necessidade de insulina (Wkg/dia) ;

19, Tempo de tratamento com insulina;
{ JM&o tratado cominsulina, { ) tratado com até 6 meses depois diagnostico, { ) tratado mais de &6
meses depois do diagndstico

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

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

22, Historia familiar de doenga cardiovascular Sim { ) Nao | )

23. Tipo de Pele Fitzpatrick 1&I1 { ) N&NI{ )} IVEV [ )

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

25, Media indice UY nos dltimos 35 dias

26, Uso de fotoprotegao

27. Uso de suplemento vitaminico Sim { ) N&o () Qual?

ANEXO 4 - GRAFICO DE AMPLIFICAGAO DA REAGAO EM CADEIA DA
POLIMERASE EM TEMPO REAL PARA O POLIMORFISMO rs1893217
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ANEXO 5 — GRAFICO DE AMPLIFICAGAO DA REAGAO EM CADEIA DA
POLIMERASE EM TEMPO REAL PARA O POLIMORFISMO rs6679677
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