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RESUMO

Diabetes Mellitus tipo 2 é a apresentacdo mais comum de diabetes. A doenca é considerada
multifatorial, pois ocorre devido a fatores genéticos e ambientais. O historico familiar e a
obesidade sdo os fatores de maior risco para esta patologia. Alguns trabalhos tém relacionado
essa apresentacdo do Diabetes Mellitus com os Antigenos Leucocitarios Humanos (HLA),
conjunto de genes altamente polimdérficos que codifica moléculas do complexo principal de
Histocompatibilidade. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi verificar associacdo de alelos
HLA em individuos com histérico familiar de Diabetes Mellitus Tipo 2 dentro da populacéo de
Doadores Voluntarios de Medula Ossea em S&o Luis. Para isso, foram amostrados 274
individuos Doadores Voluntéarios de Medula Ossea, dentre os quais 91 constituiram o grupo
dos sem historico familiar de diabetes tipo 2 e 183 constituiram o grupo com histoérico familiar
de DM2. Todos os individuos foram submetidos ao exame de hemoglobina glicada, extracdo
do DNA e tipificacdo dos genes HLA por PCR-SSOP. Neste estudo foram encontradas
diferengas significativas na frequéncia dos alelos HLA-B*27 e HLA-B*58 no grupo sem
historico familiar de DM2 quando comparado com o outro grupo. Nao foi observada relagdo de
suscetibilidade de desenvolvimento de diabetes tipo 2 na populacdo estudada. Portanto, faz-se
necessario ampliar estudos com tamanho amostral maior e com populacdes miscigenadas para

que a relacédo entre HLA e DM2 seja melhor representada.

Palavras chave: Diabetes Mellitus tipo 2; Genes HLA; Suscetibilidade.



ABSTRACT

Type 2 Diabetes Mellitus is the most common presentation of diabetes. The disease is
considered multifactorial because it occurs due to genetic and environmental factors. Family
history and obesity are the highest risk factors for the disease. Papers have linked this
presentation of Diabetes Mellitus with Human Leukocyte Antigens (HLA), a highly
polymorphic set of genes encoding the major Histocompatibility complex molecules. Thus, the
objective of this study was to verify the association of HLA alleles in individuals with a family
history of Type 2 Diabetes Mellitus within the population of Bone Marrow Voluntary Donors
in Sdo Luis. For this purpose, 274 volunteer Bone Marrow Donors individuals, in which 91
were the group with no family history of type 2 diabetes and 183 were the group with a family
history of DM2. All subjects underwent glycated hemoglobin testing, DNA extraction and HLA
gene typing by PCR-SSOP. In this study we found significant differences in the frequency of
HLA-B * 27 and HLA-B * 58 alleles in the group with no family history of DM2 when
compared to the other group. No relationship of susceptibility to type 2 diabetes was observed
in the study population. Therefore, it is necessary to expand studies with larger sample size and

mixed populations so that the relationship between HLA and DM2 is better represented.

Keywords: Type 2 Diabetes Mellitus; HLA genes; Susceptibility
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1 INTRODUCAO

1.1. Diabetes Mellitus

Diabetes Mellitus é um grupo de distarbios metabdlicos caracterizados por
hiperglicemia, resultante de falhas na acdo da insulina, na sua secre¢cdo ou em ambas
(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2014). Até o ano de 2015, a populacdo mundial
com diabetes compreendia cerca de 415 milhdes de pessoas e o estimado para 2040 é que este
namero chegue a 642 milhdes (OGURTSOVA et al., 2017). No rank, o Brasil estd em quarto
lugar como pais com maior nimero de diabéticos, sendo até 2015 cerca de 14,3 milhdes
(INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2017).

Segundo a Associacdo Americana de Diabetes e Organizacdo Mundial de Salde,
existem algumas formas clinicas desta patologia: Diabetes Mellitus Tipo 1 (DM1), Diabetes
Mellitus tipo 2 (DM2), Diabetes Mellitus gestacional e outros tipos especificos de Diabetes
Mellitus (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2014; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2017). Ha ainda duas categorias vistas como pré diabetes que ndo sao
entidades clinicas, mas fatores de risco para o desenvolvimento de Diabetes, sendo elas:

glicemia de jejum alterada e tolerancia a glicose diminuida (SBD, 2016).

Diabetes tipo 1 acomete 5 a 10% dos casos de diabetes e é caracterizada pela deficiéncia
da producdo de insulina resultante da destruicdo das células beta (SBD, 2016). Diabetes
Mellitus tipo 2 é a apresenta¢do mais comum do diabetes, compreendendo 90 a 95% dos casos
(DEFRONZO et al., 2015) e é caracterizada por defeitos na acao e secrecdo da insulina (SBD,
2016).

Diabetes gestacional corresponde a qualquer intolerancia a glicose durante a gravidez e
os demais casos de diabetes estdo relacionados a apresentacées clinicas que incluem defeitos
genéticos na fungdo da celula beta, endocrinopatias, doencas do pancreas exocrinos, formas

incomuns de DM autoimune, entre outras (GROSS et al., 2002).
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1.2. Diabetes Mellitus Tipo 2

1.2.1 Fisiopatologia

Diabetes Mellitus tipo 2 é a apresentacdo mais comum do diabetes. E caracterizada por
resisténcia insulinica e progressiva deficiéncia na secre¢cdo de insulina por células

pancredticas (DEFRONZO et al., 2015).

Em um individuo saudavel, apds uma refeicdo, ocorre 0 aumento da concentracéo de
glicose na corrente sanguinea. Em resposta a esse sinal de abundancia de combustivel
metabdlico alguns mecanismos de homeostasia sdo disparados, entre eles, a principal é a
secregdo de insulina pelas células p pancreaticas. Que por sua vez agira estimulando a captura
de glicose pelo musculo e tecido adiposo e inibindo a sintese de glicose no figado
(CHRISTOPHER, 2008).

No musculo e no tecido adiposo a captura de glicose é realizada por um transportador
sensivel a insulina, conhecido como GLUT4 (Transportador de glicose tipo 4). Na auséncia de
insulina, esse receptor encontra-se no interior de vesiculas intracelulares e estruturas tubulares
chamadas de vesiculas de armazenamento GLUT4. Quando ha a presenca de insulina, essas
vesiculas fundem-se com a membrana plasmatica expondo os transportadores na superficie
celular e permitem, assim, a entrada de glicose no tecido adiposo e muscular e,
consequentemente, possibilita a sintese de triacilglicerois e glicogénio (BRYANT; GOVERS;
JAMES, 2002).

No figado, a insulina liga-se diretamente ao seu receptor nos hepatocitos, provocando a
inatividade da fosforilase-cinase (reducdo da taxa de glicogendlise) e atividade de glicogénio-
sintase (promocao da sintese de glicogénio), além de inibir a transcricao de genes que codificam

enzimas da gliconeogénese e estimulam a lipogénese (LIN; ACCILI, 2011).

Quando o individuo apresenta resisténcia insulinica, ocorre uma desproporcionalidade
da acdo da insulina em relacéo a sua concentracdo sanguinea, tornando-se este um dos fatores

gue surge nos momentos iniciais da Diabetes tipo 2 (KOHEY, 2010).

Inicialmente a glicose ndo é captada corretamente e sucede um quadro de hiperglicemia
que, por sua vez, induz as células  pancreaticas a aumentar sua producao de insulina. Os niveis

basais elevados de insulina incapacitam a célula de responder a elevagéo adicional de glicose
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sanguinea, desencadeia a produgdo aumentada de glicose hepética basal, a captacao prejudicada
de glicose pelos musculos, niveis aumentados de acidos graxos livres e uma resisténcia das
células B aos seus principais estimuladores para produgao de insulina como o GLP1 (peptideo
1 semelhante ao glucagon) e GIP (polipeptidio gastrico inibitdrio). Proporcionando, assim, uma
progressiva falha na funcionalidade das células . (DEFRONZO et al., 2015).

1.2.2 Resisténcia insulinica

A integracdo da homeostasia da glicose € mantida por um feedback que se baseia na
conversa entre células B e a sensibilidade dos tecidos a insulina. As células B sdo estimuladas a
produzir insulina e essa por sua vez auxilia a captacdo de glicose. Enquanto isso, os tecidos
retornam um sinal para células da ilhota a respeito da sua necessidade de insulina (KAHN;
COOPER; DEL PRATO, 2014).

Quando a resisténcia insulinica esta presente, as células p aumentam a producédo de
insulina a fim de manter a tolerancia normal a glicose. Porém, essa condicdo, combinada com
a funcdo reduzida de células B, promove o0 aumento plasmatico da glicose e, consequentemente,
suscita no quadro diabético (KAHN; COOPER; DEL PRATO, 2014). A resisténcia insulinica
constitui, portanto, uma condicdo na qual a insulina secretada ndo exerce acdo proporcional a

concentracdo de glicose no sangue (KOHEY, 2010).

A resisténcia a insulina esta relacionada a fatores genéticos, tais como genes do receptor
de insulina, polimorfismo do gene substrato do receptor de insulina (IRS-1), genes do receptor
B3 adrenérgico e gene do desacoplamento da proteina (UCP), a fatores ambientais e hormonais
(KOHEI, 2010).

A glicolipotoxicidade e mediadores inflamatérios, por exemplo, estdo envolvidos no
mecanismo de insuficiéncia na secrecdo e sinalizacdo da insulina. Além destes, bioativos
derivados dos adipdcitos também estdo associados, como TNF, leptina, resistina e &cido graxo
livre que atuam aumentando a resisténcia insulinica e adiponectina que atua na reducdo da
resisténcia (KOHEI, 2010).

O envelhecimento, falta de exercicios, obesidade e distribui¢cdo da gordura corporal
também séo fatores associados a resisténcia insulinica. Ha alguns estudos que comprovam que

individuos obesos com grande quantidade de gordura visceral sofrem maiores consequéncias
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metabolicas do que individuos com maior acimulo subcutaneo. E que o acimulo de gordura
abdominal eleva os niveis de NEFA (&cidos graxos nédo esterificados) e, por conseguinte,

desencadeia a reducdo da sensibilidade insulinica no figado e musculo (SCHEEN, 2003).

Uma das evidéncias de resisténcia no figado é a ocorréncia de gliconeogénese -
producdo de glicose a partir de substratos ndo-glicidicos - mesmo o individuo estando em estado
de hiperinsulinemia (ZACCARDI et al., 2015).

A resisténcia insulinica ndo acomete apenas o figado e o musculo. Mas pode estar

presente no tecido adiposo, renal, trato gastrointestinal, vascular, cérebro e células [

pancreaticas (DEFRONZO et al., 2015).

1.2.3 Células p em DM2

O pancreas é constituido por uma estrutura responsavel pela homeostase da glicose,
chamada ilhotas de Langerhans. As ilhotas sdo constituidas por 70% de células B responsaveis
pela produgéo de insulina, 20% de células a produtoras de glucagon, menos de 10% de células
0 produtoras de somatostatina e 1% de células produtoras de polipeptideos pancreaticos (PP)

(CABRERA et al., 2006).

A regulacdo de producédo de insulina é realizada principalmente pela quantidade de
glicose plasmatica e pelo feedback de tecidos sensiveis a insulina, como figado, musculo e
tecido adiposo. Uma falha nesse controle permite o desvio na tolerancia de glicose normal e
constitui a base para o desenvolvimento de diabetes (KAHN; HULL; UTZSCHNEIDER,
2006).

A secrec¢do de insulina induzida por glicose utiliza-se de ATP para acontecer. Primeiro
ha a oclusdo dos canais de potassio sensiveis a ATP desencadeado pelo aumento da relacéo
ATP/ADP, posteriormente ocorre a despolarizacdo da membrana celular e, por conseguinte, o
influxo de célcio através dos canais de calcio voltagem dependente, resultando na liberacdo de
granulos de insulina (PRENTKI, 1996; FRIDLYAND; JACOBSON; PHILIPSON, 2013).

Quando as células B ainda sdo saudaveis, ocorrem mudangas tanto na fun¢do quando na
massa dessas células para suportar a resisténcia insulinica. Porém, quando elas possuem sua

funcéo danificada podem resultar em DM2. Sendo seu dano também associado a falha da célula
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em responder ao estimulo por secretagogue, substancia que promove a reducédo da liberagédo de
insulina (KAHN; HULL; UTZSCHNEIDER, 2006).

Em DM2 a perda progressiva de fungao das células B e subsequente secregdo irregular
de insulina promove 0 aumento de glicose plasmatica em jejum. Esses niveis elevados também
contribuem para disfuncdo dessas células através de efeitos glicotoxicos - efeito prejudicial
sobre a sensibilidade insulinica (PRENTKI; NOLAN 2006) - e elevacao da taxa de apoptose e
consequente perda de massa das células p (BUTLER et al., 2003).

A alta concentracdo de NEFA, que apesar de participar da liberagdo normal de insulina,
guando exposto cronicamente, também esta associado a reducdo da biossintese de insulina
(SAKO; GRILL, 1990). Além disso, a resisténcia insulinica impulsiona a diferenciacdo de

celulas B em células o e a preeminéncia desta ultima (MEZZA et al., 2014).

1.2.4 Fatores de risco, diagndstico e tratamento de DM2

A causa de Diabetes Mellitus tipo 2 é multifatorial, decorrendo de fatores ambientais
que atuam em pessoas que tem suscetibilidade genética para o desenvolvimento da patologia.
Algumas condi¢cGes aumentam a chance de DM2 e sdo chamadas de fatores de riscos
(DIAMOND, 2003).

Hé alguns fatores que ndo sdo modificaveis, tais como grupo étnico, histérico familiar
de diabetes, diabetes gestacional prévia e envelhecimento. E outros séo fatores modificaveis,
entre eles 0 excesso de peso e obesidade, inatividade fisica, ma alimentacdo, tabagismo e
consumo exagerado de bebida alcodlica (WHO, 2003; 2016).

A ocorréncia de DM2 em individuos mais velhos deve-se ao declinio da proliferacédo
celular de células B, da funcdo dessas células e/ou da sensibilidade insulinica resultante da idade
(KONG et al., 2016). Ja a alimentag&o rica em calorias e falta de exercicio fisico contribuem
para 0 excesso de peso e obesidade e estes, por sua vez, a resisténcia insulinica que desencadeia
a DM2 (KAHN; HULL; UTZSCHNEIDER, 2006).

Algumas outras condi¢des também sdo fatores de risco, como mulheres com ovario

policistico, ja que é uma doenca que esta associada a resisténcia insulinica e obesidade (SIM et
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al., 2016), estresse oxidativo que também contribuiu para resisténcia a insulina e dislipidemia
(TANGVARASITTICHAI, 2015) e hipertensdo (GRESS et al., 2000).

A diabetes afeta populacdes étnicas em uma frequéncia diferente. Como por exemplo,
DM2 é mais comum entre afro americanos, latinos, americanos nativos e americanos asiaticos
(ADA, 2015). Parte dessa variabilidade pode ser atribuida a fatores ambientais e culturais, mas
principalmente a fatores genéticos (PRASAD; GROOP, 2015).

A herdabilidade também é um fator que esté intrinsicamente relacionado ao aumento de
suscetibilidade a DM2. Estudos tem demostrado que o risco de desenvolvimento da patologia
é aumentado em 40% quando o individuo possui um dos pais acometidos da doenca e em torno
de 70% guando ambos sdo afetados (AHLQVIST; AHLUWALIA; GROOP, 2011). Quando se
trata de qualquer membro da familia, o risco de desenvolver a doenca é de 2,5 vezes maior,
tornando-se ainda mais aumentando quando s&o dois ou trés membros afetados e quando esses

parentais sdo diagnosticados antes dos 50 anos (SCOTT et al, 2013).

Outra evidéncia de herdabilidade s&o as observacgdes feitas em gémeos. Enquanto a taxa
de concordancia em dizigdéticos é entre 20% e 30%, em monozigo6ticos pode chegar até 70%
(AHLQVIST; AHLUWALIA; GROOP, 2011).

Os primeiros sintomas da DM2 consistem em politrica, polidipsia, aparecimento de
feridas com cicatrizacdo lenta, problemas visuais, fome constante e infec¢bes frequentes.
Posteriormente, com o agravamento da patologia, podem evoluir para outras anormalidades,
como doenca coronariana, acidente vascular encefalico, doenca arterial, nefropatia, retinopatia,
neuropatia, doencas cardiovasculares, insuficiéncia cardiaca, cegueira e amputacdo dos
membros inferiores (CARRERA; MARTINEZ-MORENO, 2013; PONTAROLDO et al., 2015).

A DM2 pode ocorrer em qualquer idade, mas geralmente é diagnosticada ap6s aos 40
anos. Apesar do diagndstico ser dificil, pois muitas vezes ela se apresenta assintomatica por
anos, ha quatro principais formas de diagnostico de diabetes segundo 0s critérios propostos em
1997 pela American Diabetes Association (ADA) e posteriormente aceitos pela Organizacéo
Mundial de Satde (OMS) e Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD) que se encontram na tabela
1 (SBD, 2016).
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Tabela 1 - Valores de referéncia para o diagnostico de diabetes em diferentes metodologias.

VALOR DE REFERENCIA

Glicemia em Jejum > 126 mg/dL
Glicemia de 2h pés sobrecarga de 759 >200mg/dL
de glicose
Glicose plasmética em qualquer > 200mg/dL
momento do dia
Hemoglobina glicada (HbA1c) >6,5%

Obs.: Entre 5,7 e 6,4% é zona de risco
para Diabetes.

Em relacéo a terapéutica da doenga, o tratamento tem como alvo o controle glicémico a
fim de reduzir os sintomas, complicacbes e até mesmo mortalidade. Esse controle pode ser
através de dieta, a pratica de exercicio fisico e/ou uso de medicacdes, que podem ser
sensibilizadores da acdo insulinica (metformina e tiazolidinedionas), medicamentos que
aumentem a absorcédo de glicose no intestino (acarbose e miglitol) ou aumentem a secrecao de
insulina (repaglinida e sulfoniluréia), anti-hiperglicemiantes, antiobesidades e em casos mais
graves o uso de insulina (ARAUJO et al., 2000; PONTAROLO et al., 2015).

1.3. Genes relacionados com suscetibilidade e resisténcia para Diabetes Mellitus Tipo 2
forado HLA

Diabetes Tipo 2 é considerada uma patologia poligénica e heterogénea, onde multiplos
genes e a combinacdo deles esta envolvida na resposta metabolica dos individuos diabéticos
(HERTEL et al., 2013). H& anos que pesquisadores tem buscado encontrar genes candidatos a
DM2 com o proposito de mapear a ligacdo entre eles, entender como sdo influenciados
ambientalmente e, a partir disso, descobrir alvos terapéuticos e biomarcadores que auxiliem no

diagndstico dessa doenca hiperglicémica.

Esses genes descritos associados a Diabetes Mellitus tipo 2 estdo envolvidos nas duas
principais vias envolvidas na causa desta doenca, constituindo o grupo dos que afetam a
resisténcia insulinica em tecidos, como o musculo e figado, e os que afetam o crescimento,

proliferacdo, desenvolvimento e fungao de células  pancreaticas (NIKITIN et al., 2015).
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O gene inibidor de quinase dependente de ciclina 2A/2B (CDKN2A/2B), por exemplo,
é um dos que tem sido associado a DM2. Este gene desempenha papel importante na
regeneracio e fungdo de células B através da codificagdo das proteinas regulatérias p16"™K4 e
p15"™NK4b que inibe a ciclina dependente de quinase 4 (CDK4) e ciclina dependente de quinase
5 (CDKS5). Assim, quando superexpresso a proliferacdo de ilhotas pancreéticas é reduzida
(BAO; XIE; YANG, 2012).

O IGF2BP2 (gene que codifica a proteina 2 de ligacdo ao mRNA do fator de crescimento
2 semelhante a insulina) e 0 CDKALL (gene que codifica a proteina 1 associada a subunidade
reguladora CDK5) tém sido associados com a reduzida secre¢do insulinica estimulada por
glicose e, portanto, seus polimorfismos também séo associados a DM2 (GROENEWOUD et
al., 2008).

SLC30A8 (Familia de transportadores de soluto 30) é o gene que codifica o
transportador de zinco tipo 8, responsavel por regular a concentragdo de zinco em células P.
Tanto a concentracdo de zinco quanto de cation é importante na biossintese e armazenamento
de insulina. Como na diabetes a principal causa é a secrecdo inadequada de insulina, esse gene
tem claramente forte relagdo com tal patologia (DUNN, 2005).

KCNJ11 (Canal de potéssio para retificagcdo interna, subfamilia J, membro 1) é o gene
que codifica um canal de ions de potéssio para retificador interno (Kir6.2) que junto ao receptor
de sulfonilureia de alta afinidade 1 (SUR1) forma o canal KATP, responsavel por mediar a
secre¢do de insulina e também tem polimorfismos associados a DM2 (HAGHVIRDIZADEH
etal., 2015)

O gene FTO (associado a massa gorda e obesidade) foi descrito como fator genético
para obesidade envolvido na homeostase energética pelo controle de gasto energético
(FISCHER et al., 2009). Como a obesidade € um dos principais fatores de risco para o
desenvolvimento de DM2 em diferentes grupos étnicos, alguns estudos tém associado formas
do gene FTO a esta patologia hiperglicémica (ZDROJOWY-WELNA et al., 2014). Alguns
polimorfismos destes genes estdo associados a diabetes apenas em individuos obesos (PHANI
et al., 2016), porém outros apresentam ligacdo independente da adiposidade (XIAO et al.,
2015).

CAPNI10 é o gene codificador da cisteinas protease calpaina 10 que foi identificada

como facilitador da translocacdo GLUT4 através da fosforilacdo de PKB em células musculares
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esqueléticas humanas primarias cultivadas in vitro, afetando consequentemente a homeostase
da glicose (BROWN; YEAMAN; WALKER, 2007). No péancreas a liberacdo dos granulos de
insulina é influenciado pela atividade de canais ibnicos na membrana e processos dependentes
de célcio, funcdo que pode ser desempenhada pelas calpainas (ZHOU et al., 2003). Elas
desempenham papel no transporte de glicose e na liberagdo insulinica estimulada por glicose,
tendo forte relagdo com DM2 quando sua expressio é diminuida (RIDDERSTRALE;
NILSSON, 2008).

MTNR1B é o gene codificador do receptor de melatonina 1B que desempenha atividade
na regulagdo do ritmo circadiano. Esse gene tem alta expressdo nas células B pancreaticas de
individuos com diabetes tipo 2, sugerindo uma possivel ligacdo entre o ritmo circadiano e a
homeostase de glicose como modulador da glicose plasmatica em jejum (BOUATIA-NAJI et
al., 2009) e correlacionado inversamente a secre¢do insulinica através do bloqueio de ciclase
adenilato que é o modo de acdo de horménios de incretina, como GLP-1 e GIP (LYSSENKO
et al., 2009).

A ectonucleotideo pirofosfatase/fosfodiesterase 1 é codificada pelo gene ENPP1 e
possui atividade na sinalizacdo insulinica, podendo desempenhar resisténcia insulinica através
da inibicdo da autofosforilacdo do receptor de insulina (COSTANZO et al., 2001). HNF1B é o
gene codificador do fator nuclear hepatico 1p que desempenha atividade no desenvolvimento
embrionério e diferenciacdo das células pancreaticas. Ambos tem sido fortemente associado a
DM2 (POLL et al., 2006).

O gene do fator de transcricdo 7 semelhante ao 2 (TCF7L2), por meio da via de
sinalizacdo WNT, controla o gene do pro-glucagon (GCG). Este por sua vez codifica GLP-1
que desempenha agdo na secre¢do de insulina, inibicdo da secrecdo de glucagon e estimula
proliferagdo celular B-pancreatica (HUANG et al., 2018). WSF1 é o gene codificador da
proteina wolframina e esta envolvida com o canal transmembranar de calcio, influenciando na
atividade de células B (INOUE et al., 1998).

NOTCHZ2, cujo produto génico esta envolvido no desenvolvimento e regeneragdo do
figado e, por conseguinte, no metabolismo de lipideo e glicose, influencia na secrecéo insulinica
(Bl; KUANG, 2015) e PPARG, cujo produto génico atua como fator de transcricao que estimula
sintese de proteinas envolvidas no metabolismo energético e inflamacao, é alvo de antagonistas
(tiazolidenedionas) usados para aumentar a sensibilidade de tecido adiposo e hepatico a insulina
para o tratamento de DM2 (BERMUDEZ et al., 2010).
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Além dos genes descritos ha muitos outros associados a DM2, como o0 ADAMTS9
(BOESGAARD et al, 2009), JAZF1 (OMORI et al., 2009), HHEX (VAN VLIET-
OSTAPTCHOUK et al., 2008) e KCNQ1 (MA et al., 2015). No quadro 1 estdo identificados
alguns polimorfismos desses genes ja comprovados serem associados a DM2 e a populacéo no

qual se encontra.

Quadro 1 - Polimorfismos génicos associados a Diabetes Mellitus tipo 2 em diferentes
populagdes/etnia.

LOCAL GENE POLIMORFISMO ETNIA/POPULACAO REFERENCIA
Chineses Hans WU et al., 2008
9p21 CDKN2A/2B rs10811661 Franceses Caucasianos DUESING et al., 2008
(Europids)
3927 IGF2BP2 rs4402960 Asiaticos RAO et al., 2016
rs1470579 Chineses Hans
6p22.3 CDKAL1 rs77569992 Asiaticos Lletal, 2013
Caucasianos
80g24.11 SLC30A8 rs11558471 Chineses Hans XU; WANG; CHEN, 20 12
rs13266634
rs13266634 Europeus XIANG et al., 2008
Asiaticos CHENG et al., 2015
rs5219 Chinenes Hans LIU et al., 2006 KOO et al.,
rs5215 Coreanos 2007
rs5219 Mauritanos Moor ABDELHAMID et al., 2013
Tunisinos LASRAM et al., 2014.
1p151 et Arabes GLOYN etal., 2003
rs5210 Caucasianos HAGHVIRDIZADEH et al.,
rs5218 Alguns asiaticos 2015
rs886288
rs2285676
rs9939609 Indianos PHANI et al., 2016
rs7195539* Uiugures XIAO et al., 2015
rs8050136

16q12.2 FTO rs9939609




2037.3 CAPN10
11g14.3 MTNR1B

6023.2 ENPP1

17q12 HNF1B
10g25.2- TCF7L2

025.3

4p16.1 WFS1

3p14.1 ADAMTS9
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rs9939609 Asiaticos (leste e sul) Lletal., 2012
Noruegueses HERTEL et al., 2011
rs3792267 (SNP43) Afro americanos GARANT et al., 2002
rs2975760 (SNP44)  Brancos dinamarqueses JENSEN et al., 2006
rs3792267 (SNP43)
rs10830963 Suecos LYSSENKO et al., 2009
Chineses Hans RONN et al., 2009 SPARS@
Europeus etal., 2009
rs1387153 Europeus BOUATIA-NAJI et al., 2009
rs1044498 (K121Q) Chineses LI, 2012
Marroquinos EL ACHHAB et al., 2009
Franceses MEYRE et al., 2007
Coreanos LEE et al., 2010
rs2229295 Japoneses GODA et al., 2015
rs4430796 Chineses Hans WANG et al., 2009 ZHANG
rs752010 etal., 2012
rs7501939
rs757210 Caucaseanos WINCKLER et al., 2007
rs7903146 Chineses Hans DOU et al., 2013
rs12255372 Finlandés SCOTT etal., 2006
rs7903146
rs11196205 Asiaticos LUO et al., 2009
rs290487
rs12255372
rs7903146
rs734312* Caucasianos CHENG et al., 2013
rs10010131* Asidtico
rs10010131* Brancos Europeus FRANKS et al., 2008
rs752854*
rs4607103 Europeus BOESGAARD et al., 2009
rs4411878* Holandeses do sul VAN HOEK et al., 2008
rs864745 Japoneses OMORI et al., 2009
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7p15.1 JAZF1 rs1635852* Holandeses do sul VAN HOEK et al., 2008
rs1111875 Dutch Caucasianos VAN VLIET-
1002333 phex A OSTAPTCHOUK et al.,
2008.
11p15.4 KCNQ1 rs2283171 Chineses Uyghur MA et al., 2015

*Polimorfismo de protecdo contra Diabetes Tipo 2

1.4. Antigeno Leucocitario Humano (Human leucocyte antigen — HLA)

O Complexo Principal de Histocompatibilidade (CPH) foi descoberto como o principal
locus genético que controla a rejeicdo de enxertos. Em humanos essa regido genética é chamada
de Antigeno Leucocitario Humano (HLA, do inglés, human leukocyte antigens), pois foi
descoberta como antigenos dos leucocitos que podiam ser identificados com anticorpos
especificos. E estd localizada no braco curto do cromossomo 6 (ABBAS; LICHTMAN;
PILLAI, 2012).

O HLA é um conjunto de genes altamente polimdrficos, com cerca de 18.181 alelos
(IPD-IMGT/HLA Database <https://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/stats.html>). Essa regido
possui trés grupos: HLA de classe I, HLA de classe Il e outros genes nao polimérficos (classe
I11) que ndo codificam moléculas de histocompatibilidade, mas sdo moléculas que podem estar
ou n&o envolvidas com o sistema imune. Por exemplo, algumas citocinas — TNF, LT e LT-B,
genes complemento (C4 e C2), proteina de choque térmico, entre outras (MAGALHAES;
BOHLKE; NEUBARTH, 2004; NEPOM; ERLICH, 1991) (Figura 1).
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Figura 1. Mapeamento dos genes HLA no cromossomo 6 humano.
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As moléculas de HLA classe | se expressam em todas as células nucleadas, variando o
nivel de expressdo dependendo do tecido que se encontra. Sao constituidas por uma cadeia a
ligada ndo-covalentemente a proteina f2-microglobulina. A cadeia polipeptidica a ¢ codifica
pelos genes de classe I e a cadeia polipeptidica B ¢ codifica por um gene presente No
cromossomo 15, o gene da B2-microglobulina. A cadeia o ¢ constituida de cinco regifes: oz e
a2 (dominio de ligagdo peptidica), az (dominio semelhante a imunoglobulina), regido
transmembranar e cauda citoplasméatica. Os dominios aminoterminais al e a2 formam uma
fenda de ligagdo de peptideos que serdo apresentados aos linfocitos T, sendo essa a regido de
polimorfismo da molécula. E o dominio a3 o local constante de ligacdo para o receptor CDS8
(Figura 2). Essa classe possui trés principais locus: HLA-A, HLA-B e HLA-C (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2012; KLEIN; SATO, 2000).

As moléculas de HLA classe Il sdo expressas principalmente em células dendriticas,
macrofagos, linfocitos B, células epiteliais timicas e células T ativadas. Elas sdo compostas por
duas cadeias o ¢ B codificadas pelos proprios genes de classe 1. As regides aminoterminais a1
e Bl formam a fenda que possui os residuos polimorficos. E o dominio B2 contém o local de
ligacdo para o correceptor CD4 da celula T (Figura 2). Os principais locus dos genes HLA 11
sdo: HLA-DP, HLA-DQ e HLA-DR (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2012; KLEIN; SATO,
2000).
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Figura 2 - Estrutura da molécula de HLA classe | (esquerda) e classe Il (direita). Fonte: ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2012.
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Devido a grande quantidade de polimorfismo descobertos o Comité Internacional
elaborou um sistema de nomenclatura para esses genes. Os genes HLA de classe | sdo
denominados HLA-A, HLA-B e HLA-C acrescentados de 4 digitos no qual os dois primeiros
referem-se a familia de alelos, que frequentemente corresponde ao antigeno soroldgico
transportado pelo o alétipo, e os dois Gltimos ao alelo especifico. Por exemplo, HLA-A*02:01,
HLA-A*02:02 e HLA-A*02:03. Em trabalhos antigos é possivel verificar HLA-Cw para
diferenciar da nomenclatura do sistema complemento (nomeadas como C1, C2, C3 etc.) ou
HLA-Aw e HLA-Bw, indicando que aquela nomenclatura era provisoria e assim que a
identidade do antigeno fosse definida, a letra “w” seria retirada (DONADI, 2000; MARSH et
al., 2010).

Nos genes HLA de classe Il a nomenclatura € um pouco diferente ja que essa classe
possui duas cadeias polimorficas. Alem da identificacdo do locus, acrescenta-se ou a letra A
(correspondendo a cadeia a) ou a letra B (correspondendo a cadeia ). E como cada cadeia é
codificada por diferentes genes, outro nimero é colocado apés o A ou B. E por fim sdo

acrescentados os 4 digitos. Um exemplo de nomenclatura nessa classe € 0 HLA-DRB4*01:02



32

(em que DR corresponde ao locus; B a cadeia B; 4 ao gene quatro; 01 refere-se tipificacdo
soroldgica; e 02 ao alelo especifico) (DONADI, 2000).

Em alguns casos, um quinto e sexto digito sdo acrescentados a designacao do alelo para
indicar que houve substituicdo sinonimia de nucleotideos dentro da sequéncia codificante
Exemplo: HLA-DRB1*01:02:01 e HLA-DRB1*01:02:02. Ou, ainda, um sétimo e oitavo
digito, para indicar alelos que diferem apenas em polimorfismos em sequéncias dos introns ou
nas regides nao traduzidas 5’ e 3’ que flanqueiam regides de introns e éxons. E as vezes um
sufixo N € acrescentado para apontar que o gene nao codifica a respectiva proteina (MARSH
et al., 2010).

A forma de nomenclatura citada até entdo se da por técnicas de tipificacdo em alta
resolucdo. Porém ha técnicas em média resolucdo cuja nomenclatura é dada por codigo NMDP
(National Marrow Donor Program). Este codigo restringe a lista de alelos a serem considerados
em um determinado locus, eliminando algumas possibilidades. Para isso, ap0s a tipificacdo
soroldgica € dada uma sequéncia de duas a cinco letras que indica os alelos especificos
possiveis. Por exemplo, HLA-DRB1*08:AS indica que pode ser HLA-DRB1*08:07 ou HLA-
DRB1*08:11 e HLA-DRB1*04:AMSCX indica tipificacio HLA-DRB1*04:11 ou HLA-
DRB1*04:203 (SCHAFER; SCHMIDT; SAUTER, 2017; ALLELE CODE LISTS
<https://bioinformatics.bethematchclinical.org/HLA-Resources/Allele-Codes/Allele-Code-
Lists>).

Os genes do HLA sé&o herdados em bloco, no qual o conjunto de genes de um mesmo
cromossomo sdo herdados juntos. Esse conjunto é chamado de haplétipo e se expressa de forma
codominante, onde dois alelos de um mesmo gene sdo expressos sem que haja a prevaléncia de
um alelo sobre o outro (MAGALHAES; BOHLKE; NEUBARTH, 2004). O individuo herda os
genes como unidades isoladas (haplotipos) de cada progenitor, seguindo a heranca genética
mendeliana, embora possam ocorrer recombina¢es dentro do sistema HLA (HOWELL,
CARTER; CLARK, 2010).

A principal atividade desempenhada pelas moléculas HLA é a apresentacao de antigeno
peptidico para ser reconhecido pelos linfocitos T. Essa atividade ocorre inicialmente pela
degradacdo de proteinas em peptideos que se ligardo a molécula HLA e em seguida serdo
expostos na superficie das APCs (Células Apresentados de Antigeno) (MAGALHAES;
BOHLKE; NEUBARTH, 2004).
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As moléculas HLA classe | auxiliam na apresentacdo de antigenos enddgenos
(citolplamaticos). Inicialmente, as proteinas s&o internalizadas em proteossomos e os peptideos
gerados sdo liberados no citoplasma e levados para o RE (reticulo endoplasmatico). Na medida
que os peptideos entram no RE, eles sdo capturados pelas moléculas classe | recém sintetizadas
através do TAP (transportador associado ao processamento antigénico), que se liga a esses
peptideos do citosol e se liga a membrana do RE através de proteinas de transposicdo chamada
tapasina que também estdo ligadas as moléculas classe I. Em seguida, a TAP € liberada e a
molécula HLA com o peptideo é transportada para superficie celular para ser apresentada a
celula T CD8+ (célula citotoxica) (MOSAAD, 2015).

No caso das moléculas HLA classe 1, sdo apresentados antigenos extracelulares. As
proteinas, seja de microrganismos, internalizadas por fagocitose ou de superficie de célula B
sdo processadas em endossomos e originam inimeros peptideos. Em seguida, a APC sintetiza
moléculas classe 1, que tem sua fenda ocupada pelo peptideo da cadeia invariante classe Il
(CLIP) e a leva até a vesicula que possui uma proteina chamada DM que troca o CLIP por um
peptideo da proteina processada. E por conseguinte, essa molécula HLA com o peptideo é
expressa na superficie celular da APC e apresentada a célula T CD4+ (célula auxiliar)
(MOSAAD, 2015).

1.5. Relacédo entre Diabetes Mellitus Tipo 2 e Antigeno Leucocitario Humano

O Antigeno Leucocitario Humano é uma regido que tem se demonstrado alvo de estudo
em razdo da sua funcdo nas atividades imunoldgicas, influéncia no sucesso de transplante de
tecidos e principalmente por ter demonstrado forte influéncia na suscetibilidade a doencgas
complexas, como diabetes e obesidade (ALPER et al., 2006). Segundo HORTON et al. (2008)
este envolvimento com patologias complexas deve-se a alta densidade, polimorfismo e

desequilibrio de ligacdo nos locus génicos.

A ocorréncia de desequilibrio de ligacéo entre os genes - associacao ndo aleatoria entre
alelos presentes em dois ou mais locus génicos - associado com a herdabilidade em bloco,
proporciona a formacdo de haplotipos ancestrais € a combinacdes entre eles.

Consequentemente, constitui regides conservadas que podem ter implicacdes praticas, tal como
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0 seu uso como marcador genético no estudo de suscetibilidade a doencas (BLOMHOFF et al.,
2006).

Haplétipos que se apresentam com maior frequéncia em uma populacdo do que é
esperado ao acaso, podem variar entre os diferentes grupos étnicos e populacionais (CHOO,
2007) ou incidir em frequéncias diferentes em subconjuntos dentro da mesma populagdo
(ALPER et al., 2006).

Segundo DONADI (2000), existe alguns mecanismos que permitem a associacdo dos
genes HLA com determinadas patologias, entre eles a capacidade das moléculas de
histocompatibilidade funcionarem como receptor para alguns agentes etioldgicos, a capacidade
de selecionar peptideos antigénicos a ser apresentado ao linfocito T, mimetizar agentes
etioldgicos, gerar uma resposta autoimune devido inducéo exacerbada de moléculas de classe
Il e a possibilidade de associagdo com outros genes fora e dentro do sistema de

histocompatibilidade.

Alguns trabalhos ja verificaram a associagdo entre HLA e as diferentes formas clinicas
de diabetes. Por exemplo, os alelos DQB1*02 e DRB1*1302 sdo conhecidos para o aumento
de risco para diabetes gestacional, enquanto DQB1*0602 como protetor (GUO et al., 2016). Ja
DR3, DQA1*0501, DQB1*0201, haplétipo DR3-DR4 e haplétipo HLA-DR2, DQB1*0602 sdo
descritos como fortemente associados a diabetes tipo 1 (FAGBEMI et al., 2017; JERRAM;
LESLIE, 2017).

Para diabetes tipo 2 alguns genes HLA também ja foram descritos. Como a frequéncia
aumentada de HLA-A2 reportada na populacdo de Pima no sudoeste dos Estados Unidos
(WILLIAMS et al., 1981), de HLA-Bw22 na populacdo de Nauru, uma ilha isolada do Pacifico
Central (SERJEANTSON et al., 1983) e de HLA-DQA1 na etnia Han da China (MA et al.,
2013). Outras associacdes tém mostrado que esse complexo génico também pode ter uma acao
protetora sobre a doencga, como o alelo HLA-DRB1*02 em individuos de Pima e da etnia Han
em chineses (WILLIAMS et al., 2011).

Tanto os genes HLA quanto os genes fora do HLA ja descritos associados a Diabetes
Mellitus tipo 2 s6 explicam 10% da herdabilidade desta patologia, mostrando que muito ainda
precisa ser descoberto (BILLINGS; FLOREZ, 2010).

Além de trabalhos populacionais de frequéncia alélica, a abordagem de redes de
interacdo com base em dados de expressdo ou Gene Ontology séo interessantes para o estudo
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de doencas complexas, ja que as interacdes genéticas e fisica constituem uma ferramenta de
compreensdo da suscetibilidade de locus a diferentes patologias, como por exemplo diabetes
(BERGHOLDT et al, 2007; SANDOR; BEER; WEBBER, 2017).
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2 OBJETIVOS

2.1  Objetivo geral

Verificar associacdo de alelos HLA em individuos com histérico familiar de Diabetes
Mellitus Tipo 2 dentro da populacio de Doadores Voluntarios de Medula Ossea em S&o Luis.

2.2  Objetivos especificos

Investigar o polimorfismo de alelos HLA no Maranh&o e comparar com 0s de outras
populaces ja descritas na literatura.

Avaliar a frequéncia de polimorfismo HLA através do método PCR-SSOP em
individuos com histérico familiar de Diabetes Mellitus Tipo 2 e sem histérico familiar da
patologia.

Associar as variantes genéticas polimdrficas com a suscetibilidade de desenvolvimento
do Diabetes Tipo 2.
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3 METODOLOGIA

3.1 Local de realizagdo

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Estudos Gendmicos e de
Histocompatibilidade — LEGH, do Hospital Universitario da Universidade Federal do
Maranhdo (HUUFMA), Séo Luis — MA e no Laboratério de Bioquimica do departamento de
Ciéncias Fisioldgicas da Universidade Federal do Maranhdo, campus Bacanga.

3.2 Populacéo de estudo, critério de inclusdo e excluséo

Foram amostrados 274 individuos Doadores Voluntarios de Medula Ossea (DVMO),
todos adultos de 18 a 60 anos, no Centro de Hematologia no Maranhdo (HEMOMAR) em S&o
Luis, mediante assinatura do termo de consentimento informado (Apéndice 1). Destes, 183
constituiram o grupo de doadores voluntarios que possuem algum familiar até de terceiro grau
com DM2 na familia e 91 constituiram o grupo dos doadores voluntéarios que ndo possuem
DM2 na familia. Os individuos com caso de DM2 na familia com nivel de parentesco a partir
do 4° grau foram incluidos no grupo dos individuos sem histérico familiar. Alguns participantes
tiveram o material extraviado ap6s a coleta de dados no HEMOMAR e foram excluidos da

amostra.

3.3 Coleta de amostras

As amostras foram obtidas durante o cadastro de Doadores Voluntarios de Medula
Ossea no Hemocentro do Maranhdo (Anexo 2) e a outra parte a partir do contato telefonico
fornecido pelo préprio HEMOMAR de individuos que ja eram DVMOs e ja possuiam
tipificacdo HLA. Estes ultimos foram convidados a participar da pesquisa no LEGH.

Todos os participantes da pesquisa assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido (Apéndice 1), foram submetidos a entrevista (Apéndice 2) e doaram dois tubos de

2 tubos de 5 mL de amostra sanguinea contendo EDTA (acido etileno diamino tetracético), um
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para andlise da hemoglobina glicada (HbAlc) e o outro material para tipificagdo HLA. Com
excecdo dos que ja tinham tipificacdo HLA, no qual foi coletado apenas um tubo para o exame
de HbAlc.

3.4 Diagnostico dos individuos com Diabetes Mellitus tipo 2

Aqueles individuos que resolveram participar da pesquisa tiveram amostras de sangue
coletadas para analise de hemoglobina glicada (HbALc). Esta analise consiste no principio da
ligacdo da glicose sanguinea & molécula de hemoglobina. Quanto maior os niveis de glicose
circulante, mais ligacdes ocorrerdo. Logo, o resultado de hemoglobina glicada é dada em
porcentagem de hemoglobina ligada a glicose.

Os individuos foram considerados diabéticos quando apresentaram HbAlc > 6,5% e em
zona de risco para diabetes quando a faixa de hemoglobina glicada era entre 5,7 e 6,4%, segundo
dados do International Expert Committee e Sociedade Brasileira de Diabetes
(INTERNATIONAL EXPERT COMMITTEE, 2009; SBD, 2016).

3.5 Extragéo e purificacdo do DNA gendmico

O DNA genomico foi isolado a partir de 200uL do sangue total utilizando o Biopur Kit
de Extracdo Mini Spin Plus (Biometrix, PR, Brasil). O material genético isolado foi
quantificado, diluido em agua milliQ autoclavada para concentracdo de 10ng/pL e armazenado
em freezer a -20°C. O restante do sangue coletado (cerca 1mL) foi armazenado a -80°C como

back-up.

3.6 Tipificagéo dos genes HLA classe | e classe 11 por PCR-SSOP

A tipificacdo HLA foi feita pela técnica Labtype SSOP (Sequence Specific
Oligonucleotide Probes) que fornece sondas de oligonucleotideos de sequéncia especifica
imobilizadas em microesferas codificadas fluorescentes para identificacdo de alelos HLA em

amostras de DNA genémico.
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Dessa forma, o DNA amplificado é desnaturado permitindo a hibridizacdo com as
sondas complementares ao DNA alvo. A intensidade de fluorescéncia PE (ficoeritrina) emitida
em cada microesfera foi lida pelo analisador de fluxo LabScan 100 que gerou os dados que
posteriormente foram interpretados pelo Software Fusion versdo 3.7 que, por sua vez,

determinou a genotipagem da amostra.

3.7 Andlise Estatistica

O célculo do tamanho amostral foi feito utilizando-se o programa estatistico PASS 15
(2017) e os seguintes parametros: Populacdo de doadores no Maranhédo (7.602) (REDOME,
2015), prevaléncia de Diabetes tipo 2 no Brasil (7,4%) (CARMECINI; NUCCI, 2012), nivel de

significancia (a) de 5%, erro toleravel de 5% e mais 10% de possiveis perdas.

Os dados foram avaliados pelo programa NCSS 12 (2018). Inicialmente, foram feitas
as andlises da estatistica descritiva através de tabelas de frequéncia das variaveis analisadas,
estimativa de média e desvio-padrao das variaveis numéricas. Posteriormente, para se verificar
a associacao das variaveis classificatorias e frequéncia dos alelos no grupo dos sem histérico
familiar de Diabetes tipo 2 e com histérico familiar de DM2 foi feito o teste ndo paramétrico
de qui-quadrado de independéncia (x?). Para as variaveis numéricas em relagio aos dois grupos
foi feito o teste de normalidade de Shapiro-Wilk e em seguida o teste t de student independente.
O nivel de significancia para se rejeitar a hipdtese de nulidade foi de 5%, isto €, considerou-se
como estatisticamente significante um valor de p < 0,05. A forca de associacdo alélica foi

determina pelo teste OddsRatio.

3.8 Consideracdes éticas

Este projeto de pesquisa foi submetido & avaliagdo do Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital Universitario para verificacdo de conformidade aos critérios éticos de pesquisa com

seres humanos e obteve parecer aprovado com o numero 53/2017.
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4 RESULTADOS

4.1 Perfil epidemioldgico da amostra

Foram avaliados 274 Doadores Voluntérios de Medula Ossea, no qual 91 s&o individuos
sem histdrico familiar de diabetes tipo 2 e 183 sdo individuos diabéticos ou com caso de DM2
na familia. Em ambos os grupos houve predominancia de individuos na faixa etaria entre 18 e
39 anos (p < 0,001) e maior frequéncia de individuos pardos (46,15% e 51,37%,
respectivamente), seguidos por individuos brancos (29,67% e 27,78%, respectivamente) e
individuos pretos (20,88% e 17,49%, respectivamente) (Tabela 2).

A tabela 2 lista alguns fatores epidemioldgicos para Diabetes tipo 2, como a falta de
pratica de atividade fisica, alimentacéo calorica, IMC alto, tabagismo, pressao alta e consumo
exacerbado de bebida alcodlica. Ao avaliar o nimero de pessoas que possui ou ndo esses fatores
de risco, ndo houve diferenca significativa entre os dois grupos, com excecao do IMC de 25 a
30kg/m? (p = 0,04474).

Na andlise de hemoglobina glicada realizada com os participantes do estudo, apenas 7
pessoas tiveram HbAlc acima de 6,5%, no qual dois pertencem ao grupo dos sem histérico
familiar de DM2 e cinco ao grupo dos com historico familiar de DM2. Vinte e quatro pessoas
tiveram HbALc na zona de risco para diabetes (HbAlc entre 5,7% e 6,4%) distribuidos nos dois
grupos conforme a Figura 3. Quando comparada a mediana de hemoglobina glicada entre os
grupos ndo houve diferenca (4,89+0,8 vs. 4,72+0,83, p = 0,16097) (Figura 4)
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Tabela 2 - Perfil epidemioldgico dos doadores voluntarios de medula 6ssea (DVMOs) sem historico
familiar de Diabetes tipo 2 e com histérico familiar.

Sem histoérico Com histoérico
familiar de familiar de
Diabetes tipo 2 Diabetes tipo 2
Sexo P=0,07050
Feminino 40 (43,95%) 123 (67,21%)
Masculino 51 (56,04%) 60 (32,79%)
Faixa etaria P=0,61111
18 - 39 anos 74 (81,32%) 144 (78,69%)
40 - 60 anos 17 (18,68%) 39 (21,31%)
Média 31,84 + 8,54 31,49 £ 9,05
Grupo racial/étnico P=0,91180
Branco 27 (29,67%) 49 (26,78%)
Amarelo 1 (1,10%) 3 (1,64%)
Pardo 42 (46,15%) 94 (51,37%)
Preto 19 (20,88%) 32 (17,49%)
Indigena 2 (2,20%) 4 (2,19%)
Caucasiano 0 1 (0,55%)
Atividade fisica P=0,61325
Sim 30 (36,14%) 57 (32,95%)
Né&o 53 (63,86%) 116 (67,05%)
Alimentacao P=0,65856
saudavel
Sim 57 (68,67%) 114 (65,90%)
Né&o 26 (31,33%) 59 (34,10%)
Alimentacao P=0,28137
caldrica
Sim 44 (53,01%) 104 (60,12%)
Né&o 39 (46,99%) 69 (39,88%)
Tabagismo P=0,94406
Sim 1 (1,20%) 3(1,73%)
Né&o 77 (92,77%) 159 (91,91%)
Parou 5 (6,02%) 11 (6,36%)
Bebida alcoolica P=0,90266
Sim 38 (45,78%) 83 (47,98%)
Né&o 43 (51,81%) 86 (49,71%)
Parou 1 (1,20%) 4 (2,31%)
Hipertensao P=0,22131
Sim 1 (1,20%) 7 (4,05%)
Né&o 82 (98,80%) 166 (95,95%)
IMC (kg/m?) P =0,00471
IMC < 25 (normal) 59 (64,83%) 86 (47,77%)
IMC de 25a 30 16 (17,58%) 66 (36,66%)
IMC > 30 16 (17,58%) 28 (15,55%)

P > 0,05 aceita HO. Nao ha diferenca entre os grupos avaliados.
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Figura 3 - Frequéncia de individuos com hemoglobina glicada alterada.
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Figura 4 - Box plot de hemoglobina glicada entre individuos sem historico de DM2 e com histérico de
DM2.
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4.2 Frequéncia alélica HLA de individuos sem histdrico familiar de diabetes tipo 2 e com
historico familiar de diabetes tipo 2

Dentro da populacdo de doadores voluntarios de medula dssea deste estudo foram
identificados 19 alelos no locus A, 31 alelos no locus B e 14 no locus DRBL1 distribuidos em
dois grupos, um sem histérico familiar de diabetes tipo 2 e outro com histérico familiar. A

frequéncia alélica individual encontrada dentro dos grupos encontram-se nas figuras 5, 6 e 7.

N&o houve diferenca significativa na frequéncia de alelos HLA-A entre os dois grupos
avaliados, apesar de alguns alelos apresentarem frequéncia maior em relacdo ao outro grupo.
Como € o caso de HLA-A*31, HLA-A*29 e HLA-A*02 dentro do grupo dos sem histérico
familiar e HLA-A*01, HLA-A*11, HLA-A*23, HLA-A*24 e HLA-A*30 no grupo dos com

historico familiar (Figura 5, Tabela 3).

Figura 5 - Distribui¢do alélica em porcentagem do locus HLA-A dentro do grupo de individuos sem
historico de DM2 e com histérico de DM2.
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Tabela 3 - Frequéncia e valor de P dos alelos HLA-A dentro do grupo de individuos sem historico
familiar de DM2 e com historico familiar de DM2.

A*01
A*02
A*03
A*11
A*12
A*23
A*24
A*25
A*26
A*29
A*30
A*31
A*32
A*33
A*34
A*36
A*66
A*68
A*74

Sem historico
familiar de
DM2 (%)
6,04
31,32
6,04
1,10
0,55
6,04
7,69
0,00
1,10
5,49
4,95
9,34
3,30
3,30
1,65
0,55
1,10
9,34
1,10

Com histérico
familiar de
DM2 (%)
8,47
25,68
574
3,28
0,00
7,92
10,11
1,37
2,73
1,91
6,56
6,28
2,46
3,28
2,46
0,55
1,91
8,20
1,09

*P < 0,05. Valor estatisticamente significativo.
** Ndo pode ser calculado, igual a zero ou néo se aplica.

Valor de P
(X?)

0,4740
0,4228
0,9298
0,2864
0,3173
0,5707
0,5184
0,1573
0,3458
0,1360
0,5922
0,3982
0,7048
1,0000
0,6534
1,0000
0,5987
0,7727
1,0000

Odds Ratio

0,71
1,21
1,05
0,36
**
0,76
0,76
**
0,40
2,86
0,75
1,48
1,33
1,00
0,67
1,00
0,57
1,13
1,00

Em relagdo ao locus HLA-B houve diferenca significativa entre os grupos avaliados

para 0 alelo HLA-B*27 e HLA-B*58, ambos aumentados no grupo dos que ndo possuem

historico familiar de DM2.

HLA-B*07, HLA-B*08, HLA-B*51 e HLA-B*57 tiveram maior frequéncia no grupo

dos com histérico na familia de DM2, enquanto HLA-B*14 e HLA-B*15 apresentaram

frequéncia aumentada no grupo dos sem histérico na familia, porém nenhum deles teve

diferenga estatisticamente significativa (Figura 6, Tabela 4).
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Tabela 4 - Frequéncia e valor de P dos alelos HLA-B dentro do grupo de individuos sem histérico
familiar de DM2 e com histdrico familiar de DM2.

Sem histérico  Com histérico Valor de P Odds Ratio

familiar de familiar de (X?)
DM2 (%) DM2
(%0)
B*02 0,00 0,27 0,5271 *x
B*07 3,85 6,28 0,3901 0,61
B*08 2,75 5,19 0,3299 0,53
B*13 0,55 0,82 0,7954 0,67
B*14 6,04 3,55 0,3759 1,69
B*15 15,38 12,02 0,4877 1,27
B*18 3,30 191 0,5042 1,71
B*27 3,85 0,27 0,0267* 14,0
B*31 0,55 0,00 0,3173 *x
B*35 10,44 11,75 0,7483 0,88
B*37 0,55 0,55 1,0000 1,00
B*38 1,10 0,55 0,6326 2,00
B*39 6,04 5,46 0,8586 1,10
B*40 7,69 6,56 0,7486 1,17
B*41 0,00 1,37 0,1573 *x
B*42 1,65 2,46 0,6534 0,67
B*44 9,89 11,20 0,7421 0,88
B*45 0,00 2,19 0,0736 *x
B*48 1,10 191 0,5987 0,57
B*49 1,65 2,46 0,6534 0,67
B*50 1,65 1,91 0,8727 0,86
B*51 5,49 9,29 0,2680 0,59
B*52 2,20 1,64 0,7571 1,33
B*53 2,75 3,55 0,7175 0,77
B*55 0,00 0,82 0,2733 *x
B*56 1,65 0,27 0,2370 6,00
B*57 0,55 3,01 0,1316 0,18
B*58 8,24 1,91 0,0208* 4,29
B*78 1,10 0,27 0,4142 4,00
B*81 0,00 0,27 0,5271 *x
B*82 0,00 0,27 0,5271 **

*P < 0,05. Valor estatisticamente significativo.
** N&o pode ser calculado, igual a zero ou ndo se aplica.
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Figura 6 - Distribuicdo alélica em porcentagem do locus HLA-B dentro do grupo de individuos sem
histérico de DM2 e com historico de DM2.
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Quanto ao locus HLA-DRB1, apesar dos alelos HLA-DRB1*03 e HLA-DRB1*16
terem frequéncia aumentada no grupo dos sem histérico familiar de DM2 e os alelos HLA-
DRB1*04 e HLA-DRB1*07 terem frequéncia maior no grupo dos com histérico familiar, ndo

houve diferenca estatisticamente significante (Figura 7, Tabela 5).
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Figura 7 - Distribuicéo alélica em porcentagem do locus HLA-DRBL1 dentro do grupo de individuos
sem histérico de DM2 e com histérico de DM2.
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Tabela 5 - Frequéncia e valor de P dos alelos HLA-DRBL1 dentro do grupo de individuos sem histérico
familiar de DM2 e com historico familiar de DM2.

Sem histérico  Com histdrico Valor de P Odds Ratio

familiar de familiar de (X?)

DM2 (%) DM2 (%)
DRB1*01 9,34 7,92 0,7159 1,17
DRB1*03 10,99 7,65 0,3991 1,43
DRB1*04 9,34 15,57 0,1612 0,60
DRB1*07 10,99 16,12 0,2684 0,68
DRB1*08 9,89 8,20 0,6695 1,20
DRB1*09 1,10 2,19 0,5002 0,50
DRB1*10 2,75 2,19 0,7852 1,25
DRB1*11 6,04 9,56 0,3175 0,63
DRB1*12 2,75 1,37 0,4497 2,00
DRB1*13 14,84 14,21 0,9107 1,04
DRB1*14 6,59 4,64 0,5265 1,41
DRB1*15 7,69 6,83 0,8119 1,12
DRB1*16 7,69 3,28 0,1358 2,33
DRB1*51 0,00 0,27 0,5271 *x

*P < 0,05. Valor estatisticamente significativo.
** N&o pode ser calculado, igual a zero ou ndo se aplica.
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Quando avaliada a tipificacdo dos locus HLA-A, -B e -DRBL1 tanto entre os individuos
com hemoglobina glicada normal e individuos com hemoglobina alterada (HbAlc > 6,5% e
individuos em zona de risco) quanto individuos com hemoglobina alterada no grupo dos sem
histérico familiar de DM2 ([SHF]) e individuos com HblAc alterada no grupo dos com

historico familiar ([CHF]) ndo houve diferenca estatisticamente significativa (Tabela 6).

Tabela 6 - Valor de P para analises de tipificacdo feitas entre individuos que possuem hemoglobina
alterada e individuos com hemoglobina normal.

HLA-A HbA1c alterada em [SHF] vs. HbAlc 0,09324
alterada em [CHF]

HbA1c alterada vs. HbAlc normal 0,71240

HLA-B HbA1c alterada em [SHF] vs. HbAlc 0,32098
alterada em [CHF]

HbA1c alterada vs. HbAlc normal 0,84017

HLA-DRB1 HbAlc alterada em [SHF] vs. HbAlc 0,64321
alterada em [CHF]

HbA1c alterada vs. HbAlc normal 0,95111

*P < 0,05. Valor estatisticamente significativo.



49

5 DISCUSSAO

No presente trabalho, ndo houve diferenca entre os valores de HbAlc entre o grupo sem
histérico familiar de DM2 e com historico familiar. Divergente aos relatos descritos na
populacédo de coreanos, no qual o histdrico familiar de diabetes esta associado a niveis elevados
de HbA1c tanto em pessoas com diabetes quanto sem diabetes (LEE et al., 2018).

O mesmo aconteceu quando avaliado os fatores idade, tabagismo, inatividade fisica,
consumo de alimentos caldricos, consumo de bebida alcodlica e pressdo alta. Nao foi
encontrada diferenca entre os grupos avaliados. Provavelmente, essas divergéncias ndo foram
observadas porque o tamanho da amostra foi limitado para detectar diferencas estatisticas.
Porém, em ZHANG et al. (2015), foram descritos o0 aumento das taxas de IMC, presséo arterial

e alcoolismo em individuos com historico familiar de diabetes.

HLA é um complexo génico que tem sido associado a inimeras patologias, incluindo
Diabetes tipo 2. Na rede génica mostrada na figura 8, os genes HLA-A, -B e -DRBL1 estdo
interligados com genes ja descritos para DM2 por interacdo fisica (5,05%), coexpressdo
(82,44%), interacdo genética (1,33%) e dominios proteicos compartilhados (11,19%).

Comprovando a possivel relagdo do HLA com Diabetes tipo 2.

No presente estudo foram encontradas diferencas significativas na frequéncia dos alelos
HLA-B*27 e HLA-B*58 no grupo sem histérico familiar de DM2 quando comparado com 0
outro grupo (Tabela 4).

HLA-B*27 ja é conhecido como forte fator de risco para o desenvolvimento de
Espondiloartrites (SpA) que envolve espondilite anquilosante, artrite reativa, artrite psoriasica,
uveite anterior aguda, artrite relacionada a entesite juvenil e espondiloartrite associada a colite,
sugerindo que individuos que sdo B*27 positivo possui um leve aumento de inflamacéo crénica
e, consequentemente, estdo suscetiveis a uma variedade de doencas isquémicas e neoplasicas
(BOWNESS, 2015).

Ha um estudo de caso que relata o envolvimento de HLA-B27 em DM2, mas nao a
relacdo direta entre esses dois fatores. Esse trabalho foi realizado por LIN, ZHU e JIN (2018)
no qual eles encontraram evidéncias que sugerem que o0 jejum prolongado induz doencas
associadas a HLA-B*27 em pacientes diabéticos, propondo ainda que essas doencas resultam

do dobramento incorreto da moléecula HLA-B*27 induzido pelos distarbios metabolicos do
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jejum em diabéticos e pela falta de “fitness imunologico™ associado a inflexibilidade metabolica

do jejum.

Esses achados levam ao questionamento se realmente HLA-B*27 pode atuar como
marcador de protecdo para DM2, apesar de ter apresentado frequéncia aumentada no grupo sem
historico.

Figura 8 - Rede génica de interacdo entre genes HLA e demais genes ja descritos na literatura associados
a Diabetes Mellitus tipo 2. Rede gerada pelo GeneMANIA® e visualizado pelo Cytoscape 3.6.0.
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HLA-B*58 foi descrito com alta frequéncia em pacientes com reagdo adversa cutanea
severa (SCAR) a alopurinol - medicamento redutor de urato utilizado no tratamento de
hiperuricemia, nefropatia aguda, formacgédo de calculos de acido Urico e quimioterapia - em
algumas populacgdes, como de Chineses, Japoneses, Coreanos e Tailandeses (CHIU et al., 2012,
NIIHARA et al., 2013, KANG et al., 2011, TASSANEEYAKUL et al, 2009). Além disso, é
possivel associd-lo a SCAR por desequilibrio de ligacdo com polimorfismos de outros genes,
como o gene PSORS1C1 (SAKSIT et al., 2017).

Esse mesmo alelo também j& foi descrito com frequéncia elevada em diabéticos tipo 1
na populacdo de chineses de Singapura (CHAN et al., 1995), amiloidose em pacientes renais
terminal (KARAHAN et al., 2009), suscetibilidade a leucemia (MEHDIZADEH et al., 2013) e
baixa viremia em individuos com HIV (STEPHENS, 2005). Ndo héa relatos de HLA-B*58
associado a DM2, porém no presente estudo este apresentou-se com frequéncia elevada em
individuos sem histérico familiar de DM2 e com menor frequéncia em individuos com histérico

familiar.

Neste trabalho o alelo HLA-B*35 apresentou frequéncia aumentada no grupo de
individuos com histérico familiar de DM2, mas ndo foi estatisticamente significativo. Na
populacdo de Xhosa (Negros Sul Americanos) a presenca desse alelo ocorreu de forma
semelhante (BRIGGS et al., 1980). Contudo, o alelo HLA-B*35 ja foi relacionado com DM2
em outras populagdes, como € o caso da populacdo Iraquiana, onde esteve mais frequente em
individuos diabéticos quando comparado com individuos saudaveis (MOHAMMED; NADER;
AL-GHURABI, 2014).

Em diabéticos tipo 2 de Papua Nova Guiné houve maior frequéncia de HLA-B*15
(Bw62) em individuos diabéticos (BHATIA; PATEL; GOROGO, 1984), discordante dos dados
deste trabalho no qual a frequéncia desse alelo foi maior em individuos sem histérico familiar,

porém sem diferenca significativa.

Outros alelos dentro do locus HLA-B também ja foram associados a DM2, como HLA-
Bw41l e HLA-B*12 na populagdo de Negros Sul Americanos (BRIGGS et al., 1980) e HLA-
Bw22 (HLA-Bw56) na populagdo de Nauru (ilha isolada do Pacifico Central) quando
comparado individuos diabéticos jovens (< 46 anos) e individuos ndo diabéticos mais velhos (>
46 anos) acompanhado da diminuicdo de HLA-Bw62 que, por sua vez, apresentou frequéncia
aumentada em individuos ndo diabéticos jovens (SERJEANTSON et al., 1983).
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Dentro do locus HLA-A, o alelo HLA-A*02 é bastante elevado na populagdo do
Maranhdo segundo FERREIRA (2007), que investigou a variabilidade genética dos locus HLA-
A, -B e -DRB1 na amostra de DVMO. Semelhante aos dados da atual pesquisa, onde A*02 foi
o mais frequente dentro do locus HLA-A, com frequéncia de 31,32% no grupo sem historico

familiar de DM2 e 25,68% no grupo com histérico (Tabela 3).

Quando comparada a presenca de A*02 entre 0s dois grupos, 0 mesmo apresentou maior
frequéncia no grupo sem historico familiar, porém a diferenca ndo foi estatisticamente
significativa. Oposto aos resultados encontrados na populacdo de Xhosa, de Iraquianos e na
populacdo de indios Pima, no qual este alelo esteve mais frequente em diabéticos (BRIGGS et
al., 1980; WILLIAMS et al., 1981; MOHAMMED; NADER; AL-GHURABI, 2014).

Em relacdo ao locus HLA-DRB1, no presente trabalho, ndo houve diferenca
significativa dos alelos entre os dois grupos avaliados. Porém, ha estudos que comprovam a
relagdo entre esse locus e DM2. Na populacdo de Pima, por exemplo, foi identificado relacéo
de protecdo de HLA-DRB1*02 contra DM2, no qual individuos que séo DRB1*02 positivas
apresentam baixo nivel de anti-GAD e secrecdo insulinica aumentada em resposta a glicose oral
e intravenosa (WILLIAMS et al., 2011).

Na populacdo maranhense o alelo DRB1*02 é raro. N&o foi encontrado na amostra de
DVMO da presente pesquisa, 0 que estd de acordo com o trabalho de FERREIRA (2007), que

encontrou frequéncia de apenas 0.13% dentro de uma amostra de 1.151 doadores.

Ha outros alelos dentro deste locus que também sdo associados a doenca. Na populacao
Iraquiana os alelos DRB1*1137, DRB1*0401, DRB1*1306, por exemplo, sdo mais frequentes
em individuos diabéticos, enquanto DRB1*0701 e DRB1*1601 sdo mais presentes nos
individuos saudaveis (MOHAMMED; NADER; AL-GHURABI, 2014).

Na populacgéo Indiana, DRB1* 15 e HLA —DRB1* 03 tiveram alta frequénciaem DM2,
constituindo um alelo de risco, enquanto DRB1* 07 constitui um possivel alelo de protecédo
(PRABHAVATHI et al., 2012). Em Arabes Baremitas a frequéncia de DRB1*040101 foi
aumentada nos diabéticos, porém ao contrario dos Indianos e Iraquianos o alelo DRB1*070101
também esteve frequente em diabéticos (MOTALA et al., 2005). E assim como iraquianos,
paquistaneses diabéticos possuem alta frequéncia de DRB1*13 (TIPU; AHMED; BASHIR,
2011).
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Em um trabalho realizado com mexicanos miscigenados (“pool” genético tri-racial:
indios nativos, espanhdis e descendentes africanos), DRB1*07 apresentou frequéncia
diminuida em individuos com historico familiar de diabetes quando comparado com 0s sem
historico. No mesmo estudo, DRB1*03 também apresentou frequéncia reduzida em individuos
diabéticos quanto comparado com individuos saudaveis sem histérico familiar. Desta forma,
ambos os alelos séo preditos como fator de protecdo para a doenga (PEREZ-LUQUE et al.,
2003).

No presente trabalho, DRB1*04 esteve mais frequente em individuos com histérico
familiar de DM2, assim como em diabéticos iraquianos. DRB1*07 também esteve mais
frequente em individuos com histérico familiar, assim como diabéticos Arabes e oposto ao
grupo dos com histdrico familiar em mexicanos, no qual este alelo obteve frequéncia diminuida.
Em indianos, DRB1*03 esteve mais presente em diabéticos, discordante deste estudo no qual
este alelo apresentou frequéncia maior em individuos sem histérico familiar. Apesar desses
alelos estarem mais frequente em um grupo ou outro, essa diferenca ndo foi estatisticamente

significativa.

Em Diabetes tipo 2, o locus HLA-DRBL1 é o mais associado a patologia. Sendo que este
desempenha papel essencial na apresentacao de antigenos, incluindo auto antigenos durante a
cascata de ativacdo das células T (MOTALA et al., 2005).

A capacidade da molécula de HLA de influenciar a suscetibilidade a doencas esta
intimamente relacionada com sua estrutura tridimensional e consequentemente a sua fungédo. A
diferenca entre a afinidade de ligacdo de moléculas diabetogénicas e protetoras e a estabilidade
de distintos peptideos da molécula HLA pode interagir de forma diferenciada com autoantigeno
diabetogénico e, portanto, conferir suscetibilidade ou protegéo a doenca (PRABHAVATHI et
al., 2012).

As diferentes frequéncias do genotipo HLA associado a protecao/suscetibilidade a DM2
em diversas populacOes é esperada, j& que se trata de um gene altamente polimorfico e que varia
entre grupos étnicos e populacionais (TIPU; AHMED; BASHIR, 2011, MA et al., 2013).
Portanto, os estudos de diversidade alélica contribuem tanto na identificagdo de novas
associacOes entre os antigenos de histocompatibilidade e Diabetes tipo 2, quanto reforga as
relacdes ja existentes (DONADI, 2000).
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6 CONCLUSAO

Foi investigado a presenca de polimorfismos de alelo HLA em DVMOs do Maranhdo e
comparados com outras populagdes.

Os alelos HLA-B*27 e HLA-B*58 tiveram frequéncias estatisticamente significativa no
grupo sem historico familiar de DM2.

Né&o foi observada relacdo de suscetibilidade de desenvolvimento de diabetes tipo 2 na

populacdo estudada.



55

7 CONSIDERACOES FINAIS

S&0 necessarias pesquisas com um numero amostral maior para que a relagdo entre HLA

e individuos com histérico familiar de diabetes seja melhor representada.

E importante ter mais estudos com populacdes miscigenadas para que a comparagao dos
dados se torne mais fidedigna a respeito da suscetibilidade a Diabetes Mellitus tipo 2 e 0s genes
HLA.
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APENCIDES

APENDICE A - Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto: Associacao de genes HLA em individuos com Diabetes Mellitus tipo 2

Coordenador: Dr. Marcelo Souza de Andrade

Instituicdo de Execucgdo: Universidade Federal do Maranhdo (UFMA) e Hospital
Universitario da Universidade Federal do Maranhdo (HUUFMA)

Por este documento, vocé estd sendo convidado a participar de uma pesquisa chamada
“Associagao de genes HLA em individuos com histdrico familiar de Diabetes Mellitus tipo 2”.
Com o objetivo de verificar associacao de genes HLA em individuos com Diabetes tipo 2 dentro
da populacéo de doadores voluntarios de medula 6ssea do Maranhéo.

Vocé ndo é obrigado a aceitar, a sua participacdo é totalmente voluntaria e caso ndo queira, ndo
tera prejuizo algum em seu tratamento. Este projeto seguira todas as recomendacdes
determinadas pelo comité de ética em pesquisa do HUUFMA. Os Comités de Etica em
Pesquisa sdo colegiados interdisciplinares e independentes, de relevancia publica, de caréater
consultivo, deliberativo e educativo, criados para garantir a protecdo dos participantes da
pesquisa em sua integridade e dignidade e para contribuir no desenvolvimento da pesquisa

dentro de padrdes éticos.

PARTICIPACAO DO DOADOR VOLUNTARIO DE MEDULA (PARTICIPANTE)

Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa que estudara quais genes alelos do seu
sistema HLA podem estar associados ao diabetes tipo Il. Solicitamos que vocé doe um pouco
de sangue (aproximadamente uma colher de sopa = 10cc). Este sangue sera usado para fazer os
exames de avaliacdo genética e investigar os possiveis alelos associados a patologia. No dia da
doacdo do tubo de sangue, vocé podera ingerir sua dieta normalmente. Nés faremos a assepsia
do seu brago com alcool e em seguida usaremos o torniquete. N&s coletaremos sangue do seu
braco, utilizando técnica estéril/limpa e seringa descartavel, portanto ndo precisa se preocupar.
Vocé também serd convidado (a) a responder um questionario e permitir a realizacdo de exames

de hemoglobina glicada. Onde sera coletado apenas a doacdo de dois tubos de 4ml de sangue.
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RISCOS E DESCONFORTOS

o Os riscos apresentados por esta pesquisa sdo muito baixos e estd associado
apenas a coleta de sangue. No momento da coleta podera haver alguma dor no local de
introducdo da agulha. Esse desconforto € momentaneo e normalmente desaparece ap0s remog¢éo
da agulha da veia do participante. Na rotina laboratorial, as complica¢6es decorrentes de coleta
sanguinea sdo infrequentes e geralmente caracterizam-se por pequenos sangramentos e
formagéo de hematomas (pequenas manchas na pele) locais que normalmente desaparecem em

poucos dias.

o A coleta seré realizada por profissionais habilitados conforme as recomendacdes

de boas praticas laboratoriais (NIT-DICLA-035 - Principios das Boas Praticas de Laboratorio).

o A fim de evitar constrangimento, e permitir conforto ao participante, durante o
preenchimento dos formularios da entrevista, o participante serd encaminhado a uma sala
reservada para que as informacoes prestadas sejam restritas ao pesquisador e ao participante da

pesquisa.

GARANTIAS AO PARTICIPANTE DA PESQUISA

O segredo e a privacidade dos dados e materiais coletados serdo guardados no
Laboratério de Estudos Gendmicos e Histocompatibilidade (LEGH). As amostras de
sangue e DNA serdo armazenadas em camara fria durante cinco anos e apds esse periodo
serdo descartados de acordo com as normas de biosseguranca da legislacdo vigente. Os

dados laboratoriais serdo armazenados em arquivos restritos do LEGH.

e Os dados coletados e resultados obtidos no estudo serdo utilizados apenas pelos
pesquisadores envolvidos no mesmo e somente para fins cientificos, resguardando, no
entanto, os interesses dos participantes da pesquisa, que terdo suas identidades e

individualidades preservadas em absoluto sigilo.

e Acesso aos dados genéticos produzidos e o direito de retira-los do banco do laboratério
LEGH a qualquer momento, avisando 0s pesquisadores responsaveis.
e A participacdo nesse estudo ndo gerara despesas ao participante. Pois as coletas serdo

feitas no HEMOMAR. E os demais materiais utilizados e exames a serem realizados


http://www.inmetro.gov.br/Sidoq/pesquisa_link.asp?seq_tipo_documento=4&cod_uo_numeracao=00587&num_documento=035
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serdo custeados pelos pesquisadores. O participante ndo tera nenhum tipo de retribuicdo
pecunidria ou de qualquer natureza pela sua participacao.

e O participante desse estudo tera liberdade de retirar-se da pesquisa em qualquer fase
desta sem que isso traga prejuizo ao seu cuidado.

e (Caso seja do interesse da equipe de pesquisa realizar outras investigacdes utilizando
estas amostras, seré feito novo contato para sua concessao, ou ndo, mediante assinatura
de outro termo de consentimento referente ao eventual novo estudo. O material
armazenado s6 serd utilizado em estudos futuros caso haja aprovacdo do novo projeto
pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Hospital Universitario Presidente Dutra ou
pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa.

e A realizacdo de perguntas ou o esclarecimento de dlvidas acerca da pesquisa poderao
ser feitos durante e ap0ds a realizacdo da mesma por meio do contato, em horéario
comercial, com o pesquisador Dr. Marcelo Souza de Andrade no Laboratorio de Estudos
Gendmicos e Histocompatibilidade (LEGH) - situado a Rua dos Prazeres n° 215, Centro,
na Cobertura da Unidade Materno Infantil — pelo telefone (98) 2109-1258 ou com a
coordenacdo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Hospital Universitario, situado
a Rua Bardo de Itapary n°227, Centro, CEP- 65.020-070 ou pelo telefone (98) 2109-
1250.

BENEFICIOS

e Vocé sera informado dos resultados dos exames se assim desejar.

e Esta pesquisa podera contribuir para amostragem de estudos de suscetibilidade a esta

patologia, o que pode auxiliar no diagnostico de familiares

VOCE DEVE DECIDIR O SEGUINTE:

e Autoriza o armazenamento de dados e materiais coletados para a pesquisa, conforme
descrito anteriormente. ( ) Sim () Néo

e Quer saber o resultado dos exames. ( ) Sim () Néo

Se vocé concordar em participar da pesquisa, rubrique todas as paginas deste Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido e assine ao seu término ou identifique sua digital. Vocé
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receberd uma via deste documento assinada pelo pesquisador responsavel e a outra ficara em

posse do pesquisador responsavel por este estudo.

SAO LUIS,

Espaco para digital

PARTICIPANTE DA PESQUISA PESQUISADOR



APENDICE B - Questionario

IDENTIFICACAO DOS INDIVIDUOS PARTICIPANTES

Nome:

Idade: Grupo étnico: BrancoQ AmareloQ PardaQ PretoQ Indigena

Endereco:

Telefone: ( )

1- Vocé é maranhense?
O Sim O Nao

De onde?

2- Seus pais e avos sao maranhenses?
O Sim O Nio

De onde?

3- Héaalgum caso de diabetes em sua familia?
O Sim O Nio

Se sim, qual a faixa etéaria?

O Crianca
O Adulto
O Idoso

Qual o nivel de parentesco?

O Pais

O Tios

O Avoés

O Sobrinho
O outros:

4- \/océ ja verificou sua taxa de glicose?
O Sim O Néo
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O-
O
O

10-

11-

Teve resultados acima de 126mg/dI?
O Sim O Nio
Se teve, repetiu?

O Sim O Néo
Como realiza o controle do Diabetes?

O Por medicamento

O Por alimentacéo equilibrada

O Outros:

Pratica atividade fisica regularmente?
O Sim. Mais de 30 minutos por dia ou 4 horas por semana

O Nao. Menos de 30 minutos por dia ou 4h semana.

Consome diariamente vegetais, frutas, legumes e gréos?
O Sim O Nao

Consome diariamente frituras, salgados, carne gorda?

O Sim O Néo
Vocé fuma?
Nunca fumou O Fumava, mas parou. O 1 a 10 cigarros por dia

Mais de 10 cigarros por dia

Consome bebida alcoolica?
O Sim O Nao

Possui presséo alta?

O Sim O Nio
Como realiza o controle?

O Medicamentos

O Alimentacéo

O Outros:
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ANE

ANEXOS

XO A - Declaracao de viabilidade do Laboratério de Estudos Gendmicos e
Histocompatibilidade (LEGH)

5 PN -

TR LEGH

HOSPITAL UNIVERSITARIO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO
LABORATORIO DE ESTUDOS GENOMICOS £
DE HISTOCOMPATIBILIDADE

DECLARACAD

Dec aramos para os devidos fins que o projeto “Associago de penes HLA em individuos
com Diabetes Mellitus tipo 2* sob a Coordenagdo do prof. Dr. Marcelo Souza de Andrade.
podvra utilizar dados secunddrios produzidos pelo Laboratorio de Estudos Gendmicos e de
Histxcompatibilidade -LEGH/HUUFMA relacionados a tipificagdo HLA de doadores
voluntirios de medula dssea que concordarem em participar da referida pesquisa mediante
assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido {TCLE). Os exames de Tipificagio
de Doadores Voluntarios de Medula Ossea slo realizados na rotina deste Jaboratorio, O
LEGH fornecerd os resultados das tipificagdes dos DYMOs apenas para os doadores que
tiverem anuéncia de panticipagdo na pesquisa confirmada pelo TCLE. para que seja possivel

a busca de polimorfismos relacionados a diabetes tipo 11.

L e

Dr. “emando José Brito Patricio

Responsivel téenico pelo Laboratdrio de Estudos Gendmicos ¢ de Histocompatibilidade
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ANEXO B - Termo de compromisso e responsabilidade do pesquisador e autorizacgao do
HEMOMAR

{ ;
Centro de Hemalologia
emoterapia do ¥zranhdo

HEMOMAR

Ru.l es. e éa-ﬂim §in - Jordng

o Lty Ayrachio

ESMA lo do Maranhzo . b ;‘msas& 106 FAX: (098] 243 45T
Secretaria de Estado da Satide

TERMO DE COMPROMISSO E RESPONSABILIDADE
DO PESQUISADOR !

Rafaella Sousa Ferraz

- Graduanda em Ciéncias Biolégicas

Associacdo de Genes HLA em Individuos com Diabetes Mellitus

DECLARAMOS, para os devidos fins, que cumpriremos os principios éticos que devem
orientar a pesquisa cientifica previstos nas Resolugtes 466, de 12/12/2012, e 196, de 10/10/1996,
do Ministério da Salde, notadamente os de n3o maleficéncia, justica, beneficéncia e autonomia,
garantindo que as informagdes coletadas serdo utilizadas unicamente para cumprir os objetivos da
pesquisa e asseguradas a confidencialidade e a privacidade dos sujeitos investigados (excegso feita
gquando por consenfimento livie e esclarecido, formulado em correspondente fermo de
consentimento), garantidas ainda a proteg&o da sua imagem e sua néo estigmatizagao, bem como a
néo utilizag@o das informagdes em prejuizo das pessoas e/fou comunidades envolvidas, inclusive em
termos de prestigio, auto-estima e prejuizos de natureza econdmico-financeira. Comprometemo-nos
a publicar os resultados, sejam eles favoréveis ou ndo, e aceitamos a responsabilidade da pesquisa.

Sao Luis, Ma, A.J: 104 PAL S

Resp. Centro dé Estidos - HEMOMAR




