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RESUMO

Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM2) é uma doenca cronica multifatorial caracterizada pela
hiperglicemia e de grande importancia para a saude publica, devido sua alta incidéncia. Dentre
0s mecanismos desencadeantes, a resisténcia periférica a insulina (RI) é de grande relevancia e
caracteriza-se por uma resposta insuficiente de células alvo de tecidos periféricos aos niveis
normais de insulina circulante, relacionada a defeitos na sinalizacdo celular da insulina. Os
mecanismos determinantes da Rl ainda sdo pouco compreendidos e estudos baseiam-se na
estrutura molecular e funcionamento dos componentes da via de sinalizagdo da insulina. O
presente estudo teve como objetivo analisar o gene IRS1, cujo produto, o substrato IRS-1, é
importante para a transducdo do sinal insulinico em tecidos periféricos. Buscou-se identificar e
estudar variantes de risco no gene IRS1 para o desencadeamento da DM2. Participaram da
pesquisa pessoas clinicamente diagnosticadas com DM2. Para a caracterizagdo da amostra
aplicou-se um questionario obtendo-se dados sobre os aspectos socioambientais e prevaléncia
de comorbidades, complicacdes clinicas, condi¢bes e comportamentos de risco associadas a
DM2. A analise molecular processou-se a partir da amplificacdo e sequenciamento da regido
codificante do gene IRS1 dos individuos da amostra. Para a identificacdo de sequéncias
variantes comparou-se as sequéncias obtidas com o banco gendmico humano. Variante de
nucleotideo unico (SNV) identificado foi confirmado com a técnica de PCR-RFLP e avaliado
quanto a heranca familiar. Para a analise do valor aditivo da variante, verificaram-se alteracGes
em genes associados a via de sinalizagéo de insulina com uso do sequenciamento do exoma e
programas de predicdo de variantes. Testes de modelagem molecular e fosforilagdo foram
aplicados para se conferir o impacto do variante na fosforilacdo do substrato IRS-1. A amostra
teve maior prevaléncia do sexo feminino, média de idade de 61,11 + 14,573, com faixa etaria
predominante de 65 a 74 anos de idade. Observou-se elevada frequéncia de hipertensao arterial,
complicacdes oftalmoldgicas, sobrepeso, obesidade e agregacdo familiar. Quanto as variaveis
comportamentais observou-se o uso do tabaco e consumo de bebidas alc6olicas em algum
momento da vida e baixa pratica de atividade fisica regular. Houve associacdo estatistica
significativa entre as variaveis: tempo de diagnostico e complicagdes clinicas, comorbidades e
complicacdes clinicas, dislipidemia e mais de uma complicac¢do clinica, IMC e complicacGes
oftalmoldgicas e IMC e mais de uma complicacéo clinica. O rastreio de muta¢des no gene IRS1
identificou 0 SNV rs1801278 (c.2911G>A,; p.Gly971Arg), confirmado com a técnica de PCR-
RFLP, em um individuo da amostra, cuja analise familiar revelou esse variante em quatro
geracOes, em individuos sintomaticos e assintomaticos. A analise do exoma desse individuo
mostrou seis variantes ndo sindnimas em genes associados a via de sinalizagdo da insulina, no
entanto, programas de predicao de variantes mostraram que somente rs1801278 é prejudicial.
Andlise do substrato IRS-1 mutante (Arg®’!) revelou na modelagem molecular baixa interacio
com PI3K e no ensaio in silico e in vitro aumento da fosforilagdo em serina. Os resultados
apresentados nessa pesquisa confirmam a associacdo de risco do variante rs1801278 a
resisténcia a insulina e DM2. A pesquisa mostra ainda a relevancia desse variante em estudos
direcionados a medicina personalizada e aconselhamento genético para DM2.

Palavras-chaves: resisténcia a insulina; gene IRS1; substrato IRS-1; rs1801278; fosforilagdo em serina.



ABSTRACT

Type 2 Diabetes Mellitus (DM2) is a multifactorial chronic disease characterized by hyperglycemia and
due to its high incidence is of great importance for public health. Among the triggering mechanisms, the
peripheral insulin resistance (RI) is highly relevant and it is characterized by an insufficient response of
peripheral tissues target cells at normal circulating insulin levels, which is related to defects in cellular
insulin signaling. The RI determining mechanisms are not fully understood yet, so the studies are based
on the molecular structure and the functioning of insulin signaling pathway components. Therefore, the
present study aimed to analyze the IRS1 gene, whose product, the IRS-1 substrate, is important for
insulin signal transduction in peripheral tissues. The study sought to identify and evaluate risk variants
for the triggering of DM2 present in the IRS1 gene. It included patients clinically diagnosed with DM2
and a questionnaire was applied to characterize each sample, obtaining data on socio-environmental
aspects and the prevalence of comorbidities, clinical complications, conditions and risk behaviors
associated with DM2. The molecular analysis was performed from the amplification and sequencing of
the IRS1 gene coding region of the individuals of the sample. For the variant sequences identification,
the sequences obtained from the human genomic bank were compared. The identified single nucleotide
variant (SNV) was confirmed with the PCR-RFLP technique and evaluated according to family
inheritance. For the analysis of the variant additive value, changes in genes associated with the insulin
signaling pathway were verified using exome sequencing and variant prediction programs. Molecular
modeling tests and phosphorylation were applied to check the impact of the variant on the IRS-1
substrate phosphorylation. The sample had a higher prevalence of females, with a mean age of 61.11 +
14.573 and a predominant age ranging from 65 to 74 years old. High frequency of arterial hypertension,
ophthalmic complications, overweight, obesity and family aggregation were observed. Regarding the
behavioral variables, tobacco and alcoholic beverages consumption at some point in life and low practice
of regular physical activity were noted. There was a significant statistical association between the
variables: diagnosis time and clinical complications, comorbidities and clinical complications,
dyslipidemia and more than one clinical complication, body mass index (BMI) and ophthalmic
complications and BMI and more than one clinical complication. The screening for mutations in the
IRS1 gene, which was confirmed with the PCR-RFLP technique, identified the SNV rs1801278
(c.2911G>A,; p.Gly971Arg) in an individual of the sample whose family analysis revealed this variant
in four generations, in symptomatic and asymptomatic individuals. The exome analysis of this individual
revealed six non-synonymous variants in genes associated with the insulin signaling pathway, however
variants prediction programs showed that only rs1801278 is harmful. The analysis of the mutant IRS-1
substrate (Arg971) revealed low interaction with PI3K in the molecular modeling and increased
phosphorylation in serine in the in silica and in vitro assay. The results presented in this research confirm
the risk association of the rs1801278 variant with insulin resistance and DM2. This research also shows
the relevance of this variant in studies targeted to personalized medicine and to genetic counseling for

DM2. Keywords: insulin resistance; IRS1 gene; IRS-1 substrate; rs1801278; serine phosphorylation.
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1 INTRODUCAO

Diabetes Mellitus (DM) é considerada uma doenca epidémica na atualidade. Trata-
se de uma condi¢do metabdlica crbnica e caracteriza-se como um estado de hiperglicemia
persistente, i. e., aumento excessivo da concentracao plasmatica de glicose (FERREIRA et al.
2011).

Dados da Federacdo Internacional de Diabetes (INTERNATIONAL DIABETES
FEDERATION, 2019) registraram 463 milhGes de casos no mundo em 2019 e estima-se que
em vinte e oito anos esse numero supere os 700 milhdes de diabéticos. A situacdo agrava-se,
pois avalia-se que mais de 19 milhdes de diabéticos ndo tem o conhecimento de seu estado
patoldgico. Quanto a mortalidade, aproximadamente 4 milhGes de pessoas com idade entre 20
e 79 anos morreram em 2017, devido a consequéncias clinicas da diabetes. Esses nimeros
colocam esta patologia como uma das principais causas de morte no mundo.

O Brasil possui 16,8 milhdes de diabéticos e ocupa a quinta posicdo mundial em
namero de adultos entre 20 e 79 anos com diabetes. Esse numero pode ser maior, pois estima-
se que 7,7 milhdes de pessoas no pais ainda ndo foram diagnosticadas. Os custos anuais com
cuidados médicos em diabéticos ultrapassam 52,3 bilhGes de ddlares (INTERNATIONAL
DIABETES FEDERATION, 2019; COSTA et al., 2017). Dados divulgados pela Sociedade
Brasileira de Diabetes (2019) obtidos a partir do sistema de Vigilancia de Fatores de Risco para
doencas cronicas ndo transmissiveis (DCNT) do Ministério da Saude (VIGITEL), mostraram
que entre 2006 e 2017 o percentual de casos de diabetes passou de 5,5% para 8,9% e ainda um
aumento de casos de 54% entre homens e 28% entre as mulheres. Um rastreamento com 17.580
pessoas de todas as regides do pais realizado durante a Campanha do Novembro Diabetes Azul
2018 mostrou que 18,4% apresentaram glicemia capilar elevada, estimando-se que um em cada
cinco brasileiros tém risco de ter diabetes (CORRER et al., 2019).

Com esse cenario alarmante, € preciso reconhecer que apenas as politicas publicas,
atualmente adotadas, séo insuficientes para deter o avanc¢o da sindrome diabética, o que torna
imprescindivel um esforco conjunto de pesquisadores e equipes de saude para as medidas
diagndsticas, preventivas, de tratamento e orientacéo.

A classificacdo da DM e atualmente baseada em sua etiologia (Tabela 1), no
entanto, devido a sua heterogeneidade, estudos recentes apontam a necessidade de uma
classificacdo mais refinada da diabetes para identificagdo, no momento do diagndstico, de
pessoas com alto risco para complicacfes sendo possivel um tratamento personalizado. Estudo
realizado por Ahlgvist et al., (2018) sugere a classificacdo da diabetes em grupos baseados na

analise de variaveis comumente medidas: anticorpos para glutamato descarboxilase, idade ao
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diagnostico, IMC, HbAlc (hemoglobina glicada), indice HOMA (homeostasis model
assessment)?. Segundo os autores do estudo esses dados permitem estimar riscos relacionados
ao prognastico dos pacientes, facilitando o tratamento e monitoramento da doenca.

Na atual classificacdo, a Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM2) o tipo mais frequente de
diabetes na populacdo, correspondendo por mais de 90% dos casos (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DIABETES, 2019). E de grande relevancia para a satde publica, porque
além da elevada incidéncia e prevaléncia, compromete a produtividade, qualidade de vida e
sobrevida da pessoa com DM2 (SANTOS; BECA; MOTA, 2015). No contexto clinico, é a
principal causa de amputagdo de membros inferiores, complicages microvasculares (CECILIO
et al., 2015; SANTOS et al., 2015) e cardiovasculares (KREUZBERG; AGUILAR; LIMA,
2016) e compromete gravemente as funcdes renais, pois grande parte da demanda de dialise é
de pacientes diabéticos (VIANA; RODRIGUEZ, 2011).

Tabela 1: Classificacdo etiologica da Diabetes Mellitus.

TIPOS DE DIABETES

DM tipo 1:

1 - Tipo 1A: deficiéncia de insulina por destrui¢do autoimune das células f comprovada por
exames laboratoriais;
- Tipo 1B: deficiéncia de insulina de natureza idiopatica.

2 DM tipo 2: perda progressiva de secre¢do insulinica combinada com resisténcia a insulina

3 DM gestacional: hiperglicemia de graus variados diagnosticada durante a gestacdo, na
auséncia de critérios de DM prévio
Outros tipos de DM:
- Monogénicos (Maturity-Onset Diabetes of the Young - MODY);
- Diabetes neonatal;

4 - Secundario a endocrinopatias;
- Secundario a doengas do pancreas exocrino;
- Secundério a infecgoes;
- Secundario a medicamentos.

DM: diabetes mellitus

Fonte: Diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes, 2019-2020, adaptado de American Diabetes Association,
20109.

Diferente dos outros tipos de diabetes, como o tipo 1 ou as formas monogénicas do
terceiro grupo (MODY), o DM2 possui uma heterogeneidade de fatores predisponentes que
resultam de uma complexa interacé@o entre genes, ambiente e condi¢Ges de risco o que torna o
entendimento da fisiopatologia dificil, bem como os mecanismos moleculares subjacentes
(PARK, 2011; POTTIE et al., 2012).

! Método utilizado para quantificar a resisténcia a insulina e a fungéo das células beta do pancreas.
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A hiperglicemia observada em DM2 € resultante de defeitos na secrecéo ou acéo do
hormdnio insulina. No primeiro, ocorre uma deficiéncia na producdo dos niveis de insulina
pelas células beta pancreéticas, enquanto no segundo ocorre uma resisténcia celular aos niveis
normais desse hormoénio (KAHN et al., 2012).

A resisténcia celular a insulina (RI) € o principal fator fisioldgico determinante para
0 aparecimento da DM2 (DERAKHSHAN et al., 2015; GOLDSTEIN, 2002) e esta relacionada
a defeitos na sinalizacdo celular da insulina, especialmente relacionados a ligacdo desse
horménio ao seu respectivo receptor nos tecidos alvos, bem como a alteracdes pos receptor e
reducdo da atividade quinase na transducdo do sinal insulinico (GUO, 2014; SCHOFIELD;
SUTHERLAND, 2012).

Estudos buscam identificar sequéncias variantes em genes envolvidos na via de
sinalizacdo da insulina, cujos produtos variantes potencialmente alteram a transducéo dos sinais
moleculares da insulina prejudicando a resposta celular para a entrada da glicose e
consequentemente a manutencédo da glicemia (KAHN et al., 2012). Nesse contexto, destaca-se
0 gene do substrato do receptor da insulina 1 (IRS1), foco da presente pesquisa, cujo produto €
0 substrato do receptor da insulina 1 (IRS-1). Esse substrato € imediatamente fosforilado apds
a ativacdo do receptor da insulina e, por isso, importante para a transducdo da sinalizacdo da
insulina em tecidos periféricos (SALTIEL; KAHN, 2001a).

No contexto biotecnol6gico, 0 maior conhecimento de genes variantes associados
a doencas genéticas permite o desenvolvimento de testes genéticos, uma importante ferramenta
para a medicina preventiva no que tange as doengas complexas como a DM2, pois permite o
estudo genético preditivo para a antecipacdo nas medidas de prevencdo, seguranca Nnos
processos de aconselhamento genético dentro de familias, individualizacdo do tratamento e
acOes de controle para pacientes e familiares (HU; JIA, 2018).

Todo esse esforco cientifico permite melhorar acdes implementadas nos sistemas
de salde, tanto para o individuo sintomaético, quanto para o assintomatico, visando garantir o
controle efetivo sobre a glicemia, com reducéo de custos referentes a hospitalizacdo devido a
complicagdes clinicas da DM2 e consequentemente uma melhoria na qualidade de vida da

populagéo.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

- Investigar variantes no gene IRS1 para anélise de fator genético de risco para o
desencadeamento de Diabetes Mellitus Tipo 2 em uma amostra de pessoas com diagnostico

clinico da doenca em Manaus (AM).

1.1.2 Objetivos especificos

- Caracterizar a populacdo em estudo sobre aspectos socioambientais e a prevaléncia de
comorbidades, complica¢des clinicas, condi¢des e comportamentos de risco associadas a
Diabetes Mellitus Tipo 2.

- Identificar, na amostra inicial da presente pesquisa, variantes de base Unica ou outros tipos
de mutagbes que comprometam a expressao do gene IRS1.

- Pesquisar, em outros membros da familia, a presenca do variante identificado no gene
IRS1;

- Verificar, no individuo portador do variante, outras sequéncias variantes em genes
relacionados a via de sinaliza¢éo da insulina em tecidos periféricos.

- Investigar o impacto do variante identificado na transdugdo do sinal insulinico e suas

possiveis implicacdes no desencadeamento da DM2.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DIABETES MELLITUS TIPO 2: UM PROBLEMA IMINENTE DE SAUDE PUBLICA

Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM2) tem sido amplamente estudada devido a sua alta
prevaléncia na populacdo mundial, fato esse que a caracteriza como uma epidemia do século
XXI1 e um iminente problema de Saude Publica, pois se prevé um aumento da incidéncia ao
longo dos préximos anos (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2019). No
contexto social e econdmico é preocupante, pois compromete a produtividade, qualidade de
vida e sobrevida dos pacientes, e possui altas taxas de mortalidade no mundo (SANTQOS;
BECA; MOTA, 2015).

E uma doenca metabélica cronica cuja principal caracteristica é o aumento da
concentracdo de glicose plasmatica, distdrbio denominado de hiperglicemia. A glicose é um
importante monossacarideo com papel central no metabolismo energético celular. A
hiperglicemia crbnica provoca danos em longo prazo ao funcionamento de varios 6rgdos
originando um complexo quadro clinico ao que possui a doenca. Medidas de controle devem
ser efetivamente adotadas visando normalizar a taxa da glicemia para garantir uma melhor
qualidade de vida ao diabético.

Segundo as Diretrizes da SBD (2019-2020) (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DIABETES, 2019), o diagnostico laboratorial da hiperglicemia sdo realizados a partir dos
exames: glicemia de jejum, glicemia 2 horas ap0s teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) e
hemoglobina glicada (HbAlc). A confirmacdo do diagnéstico para DM requer repeticdo dos

exames alterados. Os valores adotados para o diagnéstico sdo descritos na tabela 2.

Tabela 2: Critérios laboratoriais para diagnéstico de DM, adotados pela SBD (diretrizes 2019-2020).

Glicemia 2 horas

. - ) Hemoglobina
Glicose em jejum  apos TOTC.; €OM  Glicose ao acaso glicada (HbAlc)
(mg/dL) 75g de glicose (%)
(mg/dL) 0
Normal <100 <140 - <57
Pré-Diabetes
ou risco
aumentando 2100e <126 = 140 ¢ <200 i >57e<6,5
para DM
>200 com
Diabetes > 126 > 200 sintomas > 6.5

estabelecido inequivocos de =

hiperglicemia

TOTG: Teste Oral de Tolerancia a Glicose
Fonte: Diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes 2019-2020.
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A hiperglicemia observada na DM2 é decorrente de alteragcGes na acao ou secrecao
da insulina, um horménio polipeptidico secretado pelas células B pancreaticas, essencial para a
homeostase da glicose sanguinea, crescimento e diferenciacdo celular e metabolismo dos
lipidios. A regulacdo da glicemia pela acdo da insulina ocorre a partir da reducdo da
gliconeogénese hepética e aumento da captacdo periférica da glicose nos tecidos muscular e
adiposo (LUCHS, 2006). Em condigdes normais, a insulina secretada pelas células 3
pancreaticas atinge rapidamente os tecidos periféricos e interage com um complexo sistema de
sinalizacdo molecular que promove a entrada de glicose para as células (GUO, 2014).

A etiologia da DM2 é multifatorial com uma heterogeneidade de fatores
predisponentes em uma complexa interacdo entre genes, ambiente e fatores epigenéticos

associados a condicdes de risco (Figura 1) (HU; JIA, 2018).

Figura 1: Etiologia da Diabetes Mellitus Tipo 2: interagéo entre os fatores genéticos, ambientais e epigenéticos.

Genética Epigenética

Variantes geneticos Metilagao DNA
(mais de 80 loci) Modificacdo de histonas
MicroRNAs

Ambiente

Obesidade
Idade
Dieta

Sedentarismo

Diabetes Mellitus tipo 2

Fonte: HU; JIA (2018), com adaptacdes
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Estudos genéticos e a forte agregacdo familiar observada evidenciam, cada vez
mais, o papel dos genes na determinacao da patologia. Quanto & heranca, a DM2 classifica-se
como poligénica, em que variantes de genes predisponentes podem desencadear alteracdes
bioquimicas e fisiologicas que culminardo na hiperglicemia (SLADEK et al., 2007). Estudos
de associagdo em genoma completo (Genome-Wide Association Study — GWAS) identificaram
mais de 100 genes que conferem suscetibilidade para DM2, entre diferentes etnias (PARK,
2011). Genes que codificam proteinas envolvidas na sinalizacdo da insulina, secrecdo da
insulina e metabolismo intermediarios séo os mais envolvidos na heranca da DM2 (SALTIEL;
KAHN, 2001a).

Fatores ambientais como obesidade, idade, dieta, sedentarismo também contribuem
para o desencadeamento de DM2 na populacgéo, especialmente em pessoas com suscetibilidade
genética (HU; JIA, 2018).

Estudos recentes sobre mecanismos epigenéticos evidenciam a associacdo desses
ao desencadeamento de DM2, notadamente reprimindo a expresséo de genes relacionados ao
metabolismo da glicose (NILSSON et al., 2014; YONAMINE, 2017).

A gravidade em DM2 é consequéncia de comorbidades, a coexisténcia de doencas,
sendo as mais comuns a hipertenséo arterial, dislipidemia e obesidade (GRILLO; GORINI,
2007). Em geral, essas comorbidades estdo presentes no momento do diagndstico da
hiperglicemia.

Vaérios estudos relatam a alta prevaléncia da hipertensdo arterial em pessoas com
DM2, observada, sobretudo no sexo feminino (FERRANNINI; CUSHMAN, 2012;
MENGESHA, 2007; NILSSON; CEDERHOLM, 2011), e é um dos principais fatores de risco
para doencas cardiovasculares e eventos cerebrovasculares (NILSSON; CEDERHOLM, 2011).
Caracteriza-se pelo aumento da resisténcia vascular periférica, o que eleva a pressao sanguinea
nas artérias. Essa fisiopatologia interliga-se com DM2, especialmente, devido a resisténcia a
insulina, cujo estado de hipersulinemia reduz a vasodilatacdo (FERRANNINI; CUSHMAN,
2012). As alteracdes vasculares sdo naturais ao processo de envelhecimento, no entanto, a
incidéncia de hipertensdo com o aumento da idade é maior em pessoas diabéticas do que pessoas
ndo diabéticas (SPENCER, 2010).

A dislipidemia ¢ a elevagdo das taxas normais de lipidios e de lipoproteinas na
corrente sanguinea. A resisténcia a insulina, em pessoas com DM2, predispde a alteraces no
metabolismo das lipoproteinas circulantes, ocorrendo hipertrigliceredemia (aumento de
triglicerideos) e aumento na producgéo hepética de VLDL, uma lipoproteina de densidade muito
baixa (MULLUGETA et al., 2012; PEREIRA, 2011; PINHO et al., 2015). Essas alteracfes

contribuem para o desenvolvimento de aterosclerose (formacéo de placas de ateroma sobre a
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parede das artérias) e doencas cardiovasculares. No caso de pessoas diabéticas o risco do
desenvolvimento das condi¢fes supracitadas se eleva de 2 a 4 vezes (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DIABETES, 2019).

E observada uma alta prevaléncia de pessoas com diabetes tipo 2 e obesas ou com
sobrepeso, sugerindo uma associagéo entre essas duas patologias (ARSA et al., 2009; GRILLO;
GORINI, 2007; LIMA et al., 2010; ROCHA et al., 2017). Na obesidade, ocorre 0 aumento da
massa de adipdcitos estimulando o aumento de adipocinas, fatores inflamatorios expressos pelo
adipdcito inflamado, que influenciam negativamente no reconhecimento da insulina aos
respectivos receptores, desregulando a resposta celular a esse hormonio e promovendo a
resisténcia a insulina e a hiperglicemia. Em pessoas com DM2 e obesas, essa situa¢do agrava o
estado crénico de hiperglicemia, aumentando as probabilidades de complicagdes clinicas
(FREITAS; CESCHINI; RAMALLO, 2014).

O aumento da mortalidade entre pessoas com DM2 esta associado ao
desenvolvimento de complicacGes agudas (KLAFKE et al., 2014), devido a hiperglicemia
crbnica que causa alteracdes fisiologicas e metabdlicas no decorrer dos anos (FERREIRA et
al., 2011). Sdo comuns as complicacdes macrovasculares, que comprometem as artérias
coronarianas, de membros inferiores e cerebrais, e microvasculares que causam neuropatia,
retinopatia, nefropatia e isquemia (CECILIO et al., 2015; GRILLO; GORINI, 2007; LIMA et
al., 2010). As complicacdes diferem em frequéncia e niveis de gravidade.

Entre as principais complicacdes, destacam-se a nefropatia diabética, responsavel
pela insuficiéncia renal e alta frequéncia de hemodialise, e as doencas cardiovasculares,
importante causa de morte em pessoas com DM2 (FERREIRA etal., 2011; GRILLO; GORINI,
2007; VIANA; RODRIGUEZ, 2011). Kreuzberg, Aguilar e Lima (2016) analisaram o risco
para complicacBes vasculares em pessoas com Diabetes por meio da analise do escore de
Framingham? e observaram alto risco para doenca cardiovascular no sexo masculino e risco
intermediario para o sexo feminino.

Outra frequente complicacgdo, € o chamado pé diabético resultado da destruicéo do
tecido mole associada & neuropatia diabética e doenga arterial periférica, cuja gravidade leva a
amputacBes incapacitantes (GUTIERREZ; MONTALVO, 2012; HORIZONTE, 2011; LIMA
etal., 2010; SANTOS et al., 2013).

Para se evitar as complicacdes decorrentes da hiperglicemia, é imprescindivel o

controle apropriado da glicemia. No entanto, estudo realizado por Moreira (2016) com 3.726

2 Método que avalia o risco de doenga cardiovascular de acordo com a presenca ou niio de certos fatores de risco
como: faixa etaria, sexo, valores de pressdo arterial sistolica, valores da razdo entre o colesterol total e a fracao
HDL, presenga de tabagismo e diagnostico de diabetes.
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pacientes com DM2 no Brasil e Venezuela mostra que o controle glicémico inadequado foi
elevado no grupo de estudo, 0 que denota a necessidade politicas publicas imediatas e medidas
efetivas quanto a orientacao dos pacientes e acompanhamento clinico adequado.

A DM2 e as suas complicacbes geram elevado indice de hospitalizacdo e, portanto,
alto custo aos sistemas de salde. De acordo com dados sobre internacdo hospitalar do
DATASUS (Departamento de Informatica do SUS), no ano de 2015 a morbidade hospitalar por
Diabetes Mellitus no Brasil foi de 137.631 internacdes (BRASIL.MINISTERIO DA SAUDE,
2016). As despesas decorrentes de DM nas Américas do Sul e Central foram estimadas em
aproximadamente 35 bilhdes de dolares no ano de 2015, configurando uma despesa duas vezes
mais elevada com pessoas com DM em comparagdo a pacientes ndo diabéticos
(INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2019). Em estudo realizado por Saraiva et
al. (2016), em 4 (quatro) centros do Sistema Unico de Saude, foi calculado um custo médio de
R$ 931,88 por paciente diabético sem complicacGes vasculares e de R$ 1.212,37 para aqueles
com complicagdes. E notério que os custos envolvidos no tratamento da diabetes e das
complicacdes relacionadas a doenca sdo altos, tanto ao paciente que pode arcar com suas
despesas quanto para aqueles que necessitam do acesso ao sistema publico de salde.

Dados obtidos por meio do acesso ao Ministério da Saude - Sistema de InformacGes
de Mortalidade (SIM) revelam que em 2011 foram notificados 57.876 Obitos por Diabetes
Mellitus em nosso pais, 0 que dimensiona a magnitude da doenca. As taxas de mortalidade por
DM2 (por 100 mil habitantes) correspondem a 30,1 para a populacéo geral, 27,2 nos homens e
32,9 nas mulheres, com acentuado aumento no progredir da idade, que varia de 0,50 para a
faixa etéria de 0 a 29 anos a 223,8 para a de 60 anos ou mais, ou seja, um incremento de 448
vezes e uma notavel tendéncia ascendente da taxa de mortalidade. Cerca de 85% dos 6bitos
por diabetes ocorrem a partir dos 40 anos de idade, em ambos os sexos (BRASIL.MINISTERIO
DA SAUDE, 2016).

As alteracdes metabdlicas do DM2 sdo passiveis de prevencdo por meio da
educacao em salde associada a abordagem multiprofissional na atencdo basica. Dessa forma, é
importante o investimento tanto na atencdo primaria, para reduzir a incidéncia, quanto na
prevencdo secundaria, para reducio das complicacdes da DM2 (ARAUJO; MOREIRA, 2019;
SILVA, 2009).

Mudangas de habitos, como dieta adequada, reducéo de peso e a préatica de atividade
fisica devem ser realizadas por todas as pessoas com DM2, visando manter a glicemia e a
pressdo arterial dentro da normalidade evitando-se as complicagdes clinicas. (ALMEIDA;
ALMEIDA, 2016; LINDSTRO et al., 2010).
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Releva-se a importancia de exames periodicos, principalmente em pessoas com
casos na familia. Muitos casos de DM2 na populacéo ndo séo diagnosticados, pois 0s sintomas
manifestam-se de forma gradual e lenta e somente apds muitos anos de hiperglicemia
(CORRER et al, 2019). Quando ndo e feito o diagndstico no inicio do aparecimento da
patologia, as complicagdes decorrentes da hiperglicemia cronica avangam, causando a faléncia
de érgdos importantes (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2019).

Foram desenvolvidos modelos baseados em fatores de risco como o Finnish
Diabetes Risk Score (FINDRISC), que visa identificar ou triar individuos na populacdo com
potencial para o desenvolvimento de DM2 (LINDSTROM; TUOMILEHTO, 2003; NOBLE et
al., 2011). Esse modelo tem sido aplicado em estudos, com resultados satisfatdrios e validado
para a pratica clinica (AEKPLAKORN et al., 2006; GOMEZ-ARBELAEZ, 2015;
JANGHORBANI; ADINEH; AMINI, 2013).

Devido a expectativa de aumento de portadores da DM2 em nivel mundial, €
necessario o investimento em pesquisas, visando uma atencdo primaria mais eficiente e
preventiva. A identificacdo precoce de individuos com alto risco para DM2 pode retardar o
inicio da patologia com intervengdes farmacoldgicas e no estilo de vida (LYRA et al., 2006).

Em se tratando de uma patologia que possui uma contribuicdo genética importante,
0 mapeamento de marcadores moleculares para a DM2 pode trazer contribuicdo importante
para a medicina preventiva, acompanhamento clinico do paciente e melhorias a programas de
saude familiar, pois vai potencializar o desempenho preditivo para a doenca na populagédo
(FERRAZ-DE-SOUZA, 2015; VASSY; MEIGS, 2012).

2.2 SINALIZACAO DA INSULINA

A insulina é um hormdnio polipeptidico que regula a homeostase glicémica
estimulando a captacdo periférica da glicose em tecidos sensiveis a insulina, isto €, aqueles que
aumentam intensamente a capacidade de transportar glicose para dentro da célula sob estimulo
hormonal, em especial muscular e adiposo. Esse hormdnio também age inibindo a liberacdo de
glicose pelo figado, estimulando a sintese proteica, de acidos graxos livres e glicogénio e
blogueando a proteolise, lipolise e producdo hepatica de glicose (PAIVA, 2014; SPRAGUE;
ARBELAEZ, 2011).

A estrutura tridimensional do mondmero da insulina foi descrita primeiramente por
Abel em 1946, por estudo de cristalografia de Raio X. E constituida por duas cadeias

polipeptidicas denominadas alfa (a) e beta (), que respectivamente possuem 21 e 30 residuos
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de aminoécidos e se ligam por meio de duas pontes dissulfeto. A cadeia alfa possui também
uma ligacéo dissulfeto intrafilamentar (PAIVA, 2014) (Figura 2).

Figura 2 - Estrutura molecular da insulina humana.
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Fonte: Hall; Guyton (2017).

Embora a sintese de insulina seja controlada por varios fatores metabdlicos, um
aumento rapido na concentracdo de glicose sanguinea é o principal evento que estimula a sua
sintese e secrecdo pelas células B (beta) presentes nas Ilhotas de Langerhans do pancreas
(MONTENEGRO; CHAVES; FERNANDES, 2016). Apos a sintese, o polipeptideo pré-pro-
insulina sofre clivagem no Aparelho de Golgi, libera a pro-insulina e apds a prote6lise forma a
insulina (FU; GILBERT; LIU, 2013). Ap6s a sintese, 0 pré-horménio é armazenado em
hexameros (uma conformacdo de seis moléculas organizadas em trés dimeros), em um processo
dependente de alta concentragdo dos mondmeros, zinco e pH favoravel (CISZAK; SMITH,
1994). A secrecdo dos hexameros, no sangue, pelas células 3 reduz o gradiente de concentracéo
favorecendo a dissociacdo dos hexameros e a formacdo de sua forma ativa em monbémero
(Figura 3) (FU; GILBERT; LIU, 2013).

Figura 3 - Etapas do processamento proteolitico na sintese da insulina. A pré-pré-insulina sofre
clivagem liberando a pré-insulina que sofre nova clivagem para liberar a insulina funcional.
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Vaérios estudos aplicam-se a compreender o mecanismo molecular de acdo da
insulina, pois é o principal fator desencadeante em diversas enfermidades enddcrinas, em
especial a Diabetes Mellitus tipo 2. Esse mecanismo envolve uma série de proteinas de
membrana e citoplasmaticas responsaveis pela sinalizagéo e resposta celular ao sinal insulinico,

conforme esquematizado na figura 4.

Figura 4 - Vias de sinalizacdo da insulina. A ligagdo da insulina ao seu receptor (A) promove a transducédo do sinal
ao fosforilar proteinas intracelulares conhecidas como substratos do receptor da insulina (IRS) (B). Apéds a
fosforilacéo, essas proteinas ligam-se a outras moléculas sinalizadoras como a PI 3-quinase (C) no dominio SH2,
cujos produtos ativam a PKB/Akt (D) promovendo a liberagdo da proteina GLUT-4 (E) para a membrana celular
(F) regulando o transporte de glicose para dentro da célula.
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A insulina, secretada pelas células beta pancreéticas, liga-se a um receptor de
membrana denominado Receptor de Insulina, uma proteina heterotetramérica composta por
duas subunidades a, localizadas fora da membrana celular e duas subunidades J3
transmembranicas com dominio intracelular tirosina quinase (figura 5A). A subunidade o tem
efeito inibitério sobre a subunidade B, quando na auséncia da insulina. Com a ligacdo da
insuling, a subunidade a sofre uma mudanga conformacional perdendo a capacidade de inibigao
e ativando a atividade quinase da subunidade B, permitindo autofosforilacdo de residuos de
tirosina (Figura 5B) e a fosforilag&o de proteinas citosdlicas. Substratos do receptor da insulina

(IRS) sdo as principais proteinas fosforiladas ap0s a estimulacdo da insulina desencadeando a


http://www-nature.ez75.periodicos.capes.gov.br/articles/414799a#auth-1
http://www-nature.ez75.periodicos.capes.gov.br/articles/414799a#auth-2
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transducdo de sinais pds-receptor. Destacam-se os substratos IRS-1, IRS-2, IRS-3 e IRS-4

(CARVALHEIRA; ZECCHIN; SAAD, 2002; LUCHS, 2006).

Figura 5 — Esquema da estrutura do receptor da insulina (A) e a ativag&o do receptor tirosina-
quinase (B). O receptor da insulina possui duas subunidades a, localizadas fora da membrana
celular (1), e duas subunidades B transmembrana (II) com dominio intracelular tirosina
quinase (I11). A ligacdo a molécula sinalizadora extracelular (insulina) vai induzir a
aproximacdo de duas subunidades do receptor (IV), formando um dimero (V), promovendo
a autofosforilacdo de residuos de tirosina (V1) e consequentemente sua ativacao.
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As fungdes fisiologicas dessa familia de substratos sobre a homeostase da glicemia
foram estudadas por diferentes autores. Araki et al. (1994) realizaram um classico experimento
com camundongos sem a expressao do gene que codifica o substrato IRS-1, obtidos por meio
de mutacdo dirigida. Os resultados mostraram gque esses camundongos apresentaram resisténcia
a insulina com diminuicdo na captacao de glicose estimulada por insulina. Os mesmos autores
destacaram em seus resultados a existéncia de um substrato alternativo, posteriormente
denominado IRS-2. Resultados obtidos por Withers et al. (1998) mostraram que camundongos
sem a expressdo de IRS-2 também apresentaram resisténcia a insulina, com descontrole da
homeostase da glicose. Pesquisas posteriores corroboram com os autores citados indicando que
a auséncia dos substratos IRS-1 e IRS-2 s&o importantes contribuintes para a fisiopatologia da
diabetes tipo 2 em humanos e que camundongos que ndo expressam 0s genes dos substratos
IRS-3 e IRS-4 ndo apresentaram alteracdo notavel no metabolismo da glicose (FANTIN et al.,
2000).

Estudos mostram diferencas na distribuicéo tecidual dos substratos IRS e, portanto,
uma associacdo funcional tecido-especifica. O IRS-1 tem alta expressdo e papel funcional
importante no masculo esquelético, enquanto IRS-2 regula principalmente a acdo da insulina
hepética e o desenvolvimento e sobrevivéncia das células beta do pancreas (PREVIS et al.,
2000; TANIGUCHI; EMANUELLI; KAHN, 2006). O IRS-3 é expresso em adipdcitos e possui
0 menor peso molecular das proteinas IRS (LAVAN et al., 1997). Considerando-se que a
expressao do IRS-4 é praticamente restrita a glandula pituitaria e ao cérebro, é possivel que esse
substrato esteja menos associado ao receptor de insulina, mas ser potencialmente importante na
transducéo de sinal de outros receptores presentes nesses tecidos (LUCHS, 2006).

Estruturalmente, proteinas IRSs possuem dois dominios denominados PH e PTB,
importantes para a interacdo dessas ao receptor da insulina. O dominio NHz-terminal da
homologia pleckstrin (PH) liga-se a fosfolipidios das membranas, permitindo que o receptor
fosforile de forma eficiente determinados residuos de tirosina do substrato. O dominio ligante
a fosfotirosina — PTB (phosphotyrosine binding) - interage com regides NPEY (onde, N =
asparagina; P = prolina; E = glutamato; Y = tirosina) fosforiladas na regido da subunidade § do
receptor da insulina, estabilizando o complexo de ativacdo do receptor e garantindo a
transducéo de sinal. Além dos dominios, proteinas IRS possuem ainda uma cauda terminal
COOH, conhecida como dominio ndo PTB, de tamanho variado nos diferentes IRSs com
maltiplos sitios para fosforilagdo em residuos de tirosina pelo receptor da insulina. A
fosforilagdo dessas proteinas cria sitios de reconhecimento para moléculas com dominio SH2,
como a fosfatidilinositol 3—quinase (P1 3K), Grb2 e SHP-2 (Figura 6 e 7) (BOURA-HALFON;
ZICK, 2009; BRUMMER; SCHMITZ-PEIFFER; DALY, 2010; LUCHS, 2006).
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Apesar da similaridade estrutural, as proteinas IRSs possuem diferentes padrdes de
fosforilagdo em residuos de tirosina pelo receptor da insulina e diferentes padrfes de associacdo
com proteinas contendo dominio SH2 distintos. Outro fato a se considerar, é a localizacédo
dentro da célula dos diferentes IRS: IRS-1 e IRS-2 estdo associados a estruturas intracelulares,
enquanto IRS-3 e IRS-4 @ membrana plasmatica (LUCHS, 2006).

Conhecidas como ‘proteinas de atracamento’, os substratos da familia IRS
funcionam como pontos de recrutamento de moléculas sinalizadoras a jusante da via em
resposta a ativacdo do receptor da insulina, e aumentam a complexidade e flexibilidade
regulatoria da sinalizacdo e amplificacdo do sinal (BOURA-HALFON; ZICK, 2009).

Figura 6 - Estrutura esquematica das proteinas IRS. Observa-se os dominios PH, PTB e sitios de reconhecimento
para moléculas com dominio SH2: Fosfatidilinositol-3'-OH quinase (PI3K), proteina adaptadora Grb2, Proteina
Tirosina fosfatase SHP2.
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Fonte: Machado-Neto; Traina (2013)

Figura 7 - Substratos IRS do receptor da insulina. Os dominios PH e PTB possuem homologia entre os substratos
enquanto a regido em que se localizam os sitios de reconhecimento para moléculas com dominio SH2 séo
diferentes entre os substratos IRS-1/IRS-2, IRS-3 e IRS-4. Observa-se multiplos sitios de fosforilagdo em residuos
de tirosina localizados na cauda terminal (vermelho) e os pesos moleculares de cada substrato.
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Fonte: Orcy (2003), com modificacdes.

Na transducdo do sinal insulinico, a enzima heterodimeérica fosfatidilinositol-3
quinase (PI13K) € um importante efetor da via de sinalizagdo atuando no transporte de glicose
para a célula, regulacdo da mitogénese e diferenciagéo celular. Estruturalmente, é composta por
uma subunidade catalitica (p110) associada a uma subunidade regulatoria (p85). O dominio
catalitico é ativado a partir da ligacdo do dominio SH2 da subunidade P85 aos sitios YMXM e
Y XXM (onde, Y= tirosina, M= metionina, X= qualquer aminoacido) fosforilados das proteinas
IRS (CARVALHEIRA; ZECCHIN; SAAD, 2002; LUCHS, 2006). Essa ligacdo gera a
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dissociacdo da subunidade p110, que assim catalisara a fosforilagdo de grupos fosfatidil-inositol
(fosfoinositideos) na posicéo 3, produzindo fosfatidilinositol-3-fosfato, fosfatidilinositol-3,4-
difosfato (PIP2) e fosfatidilinositol- 3,4,5-trifosfato (PIP3). Os produtos PIP2 e PIP3 ativam
serina/treonina quinases entre essas, a proteina quinase B Akt (PKB/AKkt) que promove a
translocacdo do transportador de glicose tipo 4 (GLUT-4) de locais intracelulares para a
membrana plasmaética, permitindo o aumento da captacdo da glicose pela célula por difuséo
facilitada (Figura 8) (GUO, 2014).

Figura 8 - Translocacédo da proteina GLUT — 4 para a membrana celular a partir da transducao de sinal insulinico
em células de tecidos sensiveis a insulina. Esse processo permite a entrada de glicose na célula.
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Fonte: Queiroz (2008), adaptado de Carvalheira et al. (2002)

A via da sinalizacdo da insulina também possui um mecanismo de controle
negativo, importante para a atenuagdo ou interrupcdo em resposta a modulagdo metabolica.
Estudos mostram que a fosforilagdo em sitios de residuos de serina (SER) ou treonina (THR)
do IRS-1 reduz ou bloqueia a fosforilagdo da tirosina ou promove mudanga na conformacéo
estrutural do IRS-1 (especialmente no dominio PTB) ou a ligagdo desse a moléculas de
sinalizagdo desconhecidas. (GUAL; LE MARCHAND-BRUSTEL; TANTI, 2005; PAZ et al.,
1997a; SALTIEL; PESSIN, 2002).

Diante dos estudos sobre a via de sinaliza¢do da insulina, observa-se nesse processo

um sensivel equilibrio entre a fosforilacdo do residuo de tirosina (positiva) e a fosforilagdo do
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residuo de serina (negativa). Interferéncias nesse equilibrio contribuem para problemas na
transducdo do sinal da insulina e captacao de glicose plasmatica.

O mecanismo supracitado é reconhecido também em estudos sobre obesidade e
estresse. Esses fatores ambientais inibem a acdo da insulina devido a ativacdo da proteina
quinase C (PKC) que fosforila o residuo de serina na posi¢do 1101 do IRS-1, bloqueando a
fosforilagéo da tirosina nesse substrato e diminuindo a ativagdo de Akt (LI et al., 2004).

Compreender a via de sinalizacdo da insulina € importante para a fisiopatologia de
doencas em humanos, pois fatores genéticos e ndo geneéticos podem influenciar nesse processo.
Vaérios estudos apontam que alteragdes na sequéncia ou no nivel de expressdo dos genes cujos
produtos estdo envolvidos na sinalizacdo da insulina so fatores determinantes da resisténcia a
insulina e desencadeamento da DM2 (CARVALHEIRA; ZECCHIN; SAAD, 2002). Nesse
contexto, as proteinas IRS séo os principais alvos para a compreensdo de possiveis problemas

na transducdo do sinal insulinico.

2.3 SUBSTRATO DO RECEPTOR DA INSULINA 1 (IRS-1).

A ativagéo do receptor da insulina causa a fosforilagéo de substratos, incluindo os
substratos do receptor da insulina (IRS). Nessa familia de substratos, destaca-se o IRS-1,
imediatamente fosforilado em determinados residuos de tirosina apds estimulacéo insulinica e,
portanto, de suma importancia para 0s passos iniciais da transducéo do sinal pds-receptor. Foi
o primeiro substrato do receptor da insulina clonado e é o melhor caracterizado (SUN et al.,
1991).

O substrato IRS-1 (P35568%) é uma proteina citoplasmética, monomérica com
1.242 residuos de aminoacidos e apresenta uma massa molecular entre 165 a 180 kDa. Contém
varios sitios potenciais de fosforilagdo em residuo de tirosina, serina e treonina (figura 9)
(GUAL; LE MARCHAND-BRUSTEL; TANTI, 2005). Quando fosforilado, é capaz de gerar
maultiplos sinais celulares, podendo ativar vérias proteinas de sinalizacdo a jusante, como: (1) a
PI3K, importante para a captacdo da glicose, sintese de glicogénio, lipidios e proteinas,
expressao de genes e proliferacdo celular; e (2) a Grb. que estimula a cascata MAPK (mitogen-
activated protein quinase/Proteina-quinases ativadas por mitdgenos) resultando na proliferagdo
e diferenciacdo celulares (Figura 10) (CARVALHEIRA; ZECCHIN; SAAD, 2002).

3 Codigo UNIPROT - base de dados que contém informagdes sobre sequéncias de proteinas e respectivas fungdes.
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Figura 9: Estrutura do substrato IRS-1 mostrando multiplos sitios de fosforilagdo em residuos de
tirosina, serina e treonina.
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Figura 10 - Esquema da estrutura molecular do substrato 1 do receptor da insulina. Observa-se os dominios PH
(magenta), PTB (verde) e varios sitios de fosforilacdo em residuos de tirosina (Y) e serina (S). S8o indicados 0s
residuos de tirosina fosforilados pelo receptor da insulina, cujo processo provoca a ligagéo e ativagéo de PI3K,
Grb2 e SHP2. Também sdo indicados os residuos de serina e as proteinas quinases responsaveis pelas respectivas
fosforilagdes. Circulo em azul representam fosforilagéo positiva, vermelho regulacdo negativa e combinados em
azul e vermelho representam locais que podem ter tanto regulacdo positiva ou negativa. Circulos brancos a
fosforilagdo ainda ndo é conhecida.
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Fonte: Taniguchi; Emanuelli; Kahn (2006), com adaptaces.

Os principais estudos com o IRS-1 versam sobre a sua relagdo com neoplasias, pois
sua alta expresséo influencia no desequilibrio da proliferacéo celular devido a sua relagdo com
a cascata MAPK (GIOVANNONE et al., 2000), e na acéo celular da insulina, foco principal da
presente pesquisa.

O papel do substrato IRS-1 na ac¢do da insulina foi estudado primeiramente por
Kanai et al. (1993) a partir da expressao, em uma linhagem celular, de um receptor de insulina
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mutante em um sitio de tirosina. Os resultados desse experimento mostraram que a reducao da
fosforilagdo de IRS-1 diminuiu o transporte de GLUT-4 nessas linhagens, sugerindo uma
associacdo na regulacdo dos genes IRS-1 e GLUT-4. No ano seguinte, Araki et al. (1994)
publicaram que camundongos sem a expressdo do gene IRS1 apresentaram diminuicdo na
captacédo de glicose e desenvolveram a resisténcia a insulina. Aradjo et al. (2005) empregaram
um oligonucleotideo anti-sentido para inibir a expressdo do IRS-1 em ratos Wistar o que
resultou em reducéo de captacdo da glicose, aumento de insulina plasmatica (hipersulinemia) e
significativa reducdo na fosforilacdo em Akt.

Destacada a sua importancia nesta via, observou-se em modelos animais e pessoas
com DM2 que a reducédo na absorcéo da glicose esté associada a baixa fosforilagdo em residuos
de tirosina (Tyr) de IRS-1 e por conseguinte baixa ativacao de PI3K. Ainda, baixas quantidades
de IRS-1 e diminui¢do na fosforilacdo de residuos de tirosina nesse substrato foram observadas
em 30% de parentes de primeiro grau de diabéticos tipo 2, indicando alto risco para o
desencadeamento de DM2 (CESARETTI; KOHLMANN JUNIOR, 2006; GUAL; LE
MARCHAND-BRUSTEL; TANTI, 2005; SALTIEL; KAHN, 2001b).

Uma linha de estudo mostra que a fosforilacéo irregular do IRS-1 em sitios de serina
(Ser) e treonina (Thr) sdo responsaveis por defeitos na sinalizacdo da insulina e resisténcia a
insulina em tecidos periféricos (BRUMMER; SCHMITZ-PEIFFER; DALY, 2010; PAZ et al.,
1997a). A hiperativacdo de Akt ou a hipersulinemia resulta na fosforilacdo em residuos de
serina do IRS-1 pela quinase P70S6, influenciando na reducéo da interacdo entre IRS-1/PI3K.
(DRAZNIN, 2006). C-Jun NH2-terminal kinase (JNK), uma quinase ativada pelo estresse,
promove a fosforilacdo do residuo de serina 307, adjacente ao dominio PTB do IRS-1,
interferindo na sua interacdo com o receptor da insulina e na fosforilagdo do residuo de tirosina
(BOURA-HALFON; ZICK, 2009).

2.4 GENE DO SUBSTRATO DO RECEPTOR DA INSULINA 1

O substrato IRS-1 é codificado pelo gene IRS1 (sinénimo HIRS) que possui
74.474bp (anexo C) e estd localizado no cromossomo 2q36.3 (localizagdo molecular:
226,731,317 a 226,798,790) (figura 11). O gene possui dois éxons, no entanto, somente o0 éxon
1, com 3726 bp, é codificante (NISHIYAMA et al., 1994).
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Figura 11 - Localizacdo do gene IRS1 no cromossomo 2 (barra vermelha)
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MutagOes nesses genes podem resultar em alteragdes na expressao ou estrutura
tridimensional e funcional dessas proteinas e afetar a cascata de sinalizagdo da insulina. As
mutagdes mais comuns sdo aquelas que acometem uma Unica base em uma sequéncia de DNA,
os denominados Variantes de Nucleotideo Unico (SNV) (DEN DUNNEN et al., 2016)*. Esses
sdo muito frequentes no genoma humano e responsaveis por diversas doencas de base genética
como a anemia falciforme e subtipos do quarto grupo de diabetes.

Estudos de associacdo entre variantes no gene IRS1 e outros genes relacionados
foram realizados por diferentes autores. A literatura reporta seis SNVs no gene IRS1 associados
ao desencadeamento da Rl e DM2. Os estudos foram realizados em diferentes populagdes.
Dados sobre esses variantes estdo disponibilizados na tabela 3 enquanto a localizagéo de cada
sequéncia variante no éxon 1 do gene IRS1 esté representada na figura 12.

Tabela 3 - SNVs identificados no gene IRS1 associados a resisténcia & insulina e Diabetes Mellitus tipo 2.

Localizacao Alelo de Alelo

SNV . -
Nno gene referéncia variante

Citacéo

500kb Lietal. (2016)
rs2943641 upstream IRS1 T C Mahmutovic et al. (2019)
P Rung et al. (2009)

Downstream

rs934167 IRS1 Cc T Feng et al. (2013)
Sequéncia
rs1801123 codificante T C Feng et al. (2013)
Variante
rs7578326 intergénica A G Voight et al. (2010)
IRS1
rs104893642  Seduéncia C G Esposito et al. (2003)
codificante
Burguete-Garcia et al. (2010)
Kommoju et al. (2014)
Sequéncia Li et al. (2016)
rs1801278 codificante G A Martinez-Gomez et al. (2011)

Prudente et al. (2013)
Szendroedi et al. (2014)

4 Seguindo recomendagio disponibilizada pela Human Genome Variantion Society (HGVS).
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Figura 12: Localizacdo dos SNVs identificados no gene IRS1 associados a resisténcia a insulina e
Diabetes Mellitus tipo 2.
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O variante rs2943641, localizado proximo a regido codificante do gene IRS1, foi
associado a Rl e DM2 em populagdes chinesas e caucasianas (LI et al., 2016). O mesmo
resultado foi observado com populagdes francesas, dinamarquesas e finlandesas em estudo
realizado por Rung et al. (2009), que associou o0 alelo mutante a niveis basais reduzidos de
proteina IRS-1 e diminuigao da atividade de PI3K em bidpsias de musculo esquelético humano.
Mahmutovic et al (2019) observou a associa¢do desse variante com resisténcia & insulina na
populacdo da Bosnia e Herzegovina. Ndo ha estudos sobre como esta alteracdo influencia a
sinalizacdo da insulina, sugerindo-se que sua localizacdo, 500 kb upstream do gene, ocorra em
sitio de regulacéo de genes.

Os variantes rs934167 e rs1801123 apresentaram forte associacdo com
hiperglicemia e resisténcia a insulina em uma amostra de Porto Rico, mas sem associa¢ao
significativa em pessoas com DM2 pesquisadas (FENG et al., 2013). No entanto, os autores
dessa pesquisa discutem que estes resultados requerem a analise em outras populacdes,
avaliando-se os fatores ambientais relacionados ao desencadeamento de DM2.

Dados de associacdo genémica em individuos europeus com DM2 identificou forte
associacdo do variante rs7578326, indicando que esse pode elevar o risco para 0
desencadeamento de DM2 (VOIGHT et al., 2010).

O variante rs104893642 foi identificado em pessoas com DM2, é um variante raro
que substitui um residuo de arginina por um de treonina no IRS-1 influenciando a ligacédo e
ativacdo de PI3K e contribuindo para o aparecimento da resisténcia a insulina (ESPOSITO et
al., 2003).

O variante rs1801278 é a variante do gene IRS1 mais seguramente associado ao
risco e desencadeamento de DM2. Consiste em uma substituicdo de um residuo de glicina para
arginina na posicdo 971 do IRS-1. Apesar de sua alta frequéncia em pessoas com DM2, ndo ha

estudos na literatura sobre como este variante influencia na transducdo do sinal da insulina
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(BURGUETE-GARCIA et al., 2010; KOMMOJU et al., 2014; LI et al., 2016; MARTINEZ-
GOMEZ et al., 2011; PRUDENTE et al., 2013; SZENDROEDI et al., 2014).

Em todos os estudos sobre associacdo de variantes no gene IRS1, Rl e DM2,
discute-se a necessidade de replicar essas analises em outras populacdes, visando determinar

marcadores genéticos que permitam triar pessoas com riscos para DM2.

2.5 SEQUENCIAMENTO E PCR-RFLP PARA O DIAGNOSTICO MOLECULAR.

O sequenciamento do genoma humano associado a avancos biotecnologicos é uma
relevante conquista para a compreensao de desordens de base genética. Um dos objetivos do
Projeto Genoma Humano previa a possibilidade de usar o conhecimento gerado para a detec¢ao
de predisposicdo genética a doencas visando possivel intervencdo preventiva (VASSY;
MEIGS, 2012). Essa “possibilidade” tornou-se uma realidade para a medicina preventiva. O
diagnostico molecular preditivo para doencas genéticas € ainda pouco valorizado na pratica
clinica, mas € indiscutivel sua importancia como ferramenta para acdes de vigilancia e
prevencdo, notadamente em doencgas com alto custo de tratamento e passiveis de intervencgdes
ainda antes do aparecimento dos primeiros sintomas clinicos.

O termo diagnostico molecular, devido a sua amplitude, serd direcionado neste
trabalho ao genoma humano. Nesse contexto, designa técnicas de biologia molecular aplicadas
para detectar marcadores de relevancia diagndstica e/ou progndéstica no genoma humano. Os
marcadores mais estudados s&o aqueles associados a doencas genéticas (FARFAN, 2015).

O diagnostico molecular, ou teste genético, pode ser aplicado para confirmar uma
doenca genética em pessoas com sintomas clinicos ou estimar o risco futuro de uma condicéo
genética em pessoas que ainda ndo apresentam sintomas, mas possuem familiares com a
condicdo genética. Entre os beneficios, garante decisbes terapéuticas direcionadas para
aumento da sobrevida (quando possivel), a prevencdo de complicacdes e o0 aconselhamento
genético em familias (FERRAZ-DE-SOUZA, 2015).

A realizacdo do diagndstico molecular processa-se a partir de modernas técnicas
que possibilitam a identificacdo de mutagdes no genoma em genes associados a doengas
genéticas.

O sequenciamento dideoxi ou sequenciamento de Sanger (Sanger e Coulson, 1977),
devido sua versatilidade, € o método mais utilizado para a identificacdo de mutacGes em
laboratdérios de Biologia Molecular. Considerado padrdo-ouro no diagnostico molecular,
garante com exatidao identificar mutacGes de um unico nucleotideo, dele¢des e inser¢fes em

sequéncias genémicas, previamente amplificada (CARVALHO, 2016). Essa tecnica consiste
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na adi¢do de dideoxinucleotideos (ddNTPs) em uma reacao de sintese de sequéncias de DNA.
A incorporacdo de ddNTPs interrompe a sintese da cadeia e gera sequéncias com diferentes
comprimentos e terminagdes. A automatizacdo do processo é garantida pelo uso de quatro
ddNTPs fluorescentes (um para cada base nitrogenada do DNA), detectados pelo sistema Optico
dos analisadores genéticos, e convertidos em um tipo de gréfico conhecido como
eletroferograma, contendo as posicdes relativas das bases nitrogenadas em formas de picos
coloridos (Figura 13) (RIDGWELL, 2004).

O impacto dessa tecnologia na Genética Médica é crescente e extrapola os limites
da pesquisa cientifica, ndo s6 pelo seu reconhecido potencial diagndstico e progndéstico, mas
também por permitir a melhor compreensao sobre as doengas genéticas em beneficio da satde
humana, com uso de novas abordagens terapéuticas em programas de assisténcia a salde e
futuramente na medicina personalizada (RABBANI; TEKIN; MAHDIEH, 2014; SMITH A,
BOYCOTT KM, 2014).

Figura 13- Método sequenciamento dideoxi automatizado. Método que consiste na adi¢do de dideoxinucleotideos,

que interrompem a sintese de uma sequéncia de DNA. O analisador genético identifica os dideoxinucleotideos no
final da cadeia interrompida e gera um eletroferograma registrando a sequéncia de bases da amostra em analise.
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O sequenciamento de uma regido de interesse do genoma € precedido pela técnica
de reacdo em cadeia da polimerase (PCR), desenvolvida por Mullis; Faloona (1987). Essa
técnica, in vitro, é imprescindivel ao diagnostico molecular, pois permite a amplificacdo em
milhares de copias de uma regido do genoma associada a uma determinada condi¢do genética
que se deseja analisar (VALONES et al., 2009).

A amplificagdo ocorre a partir do uso de um par de oligonucleotideos, conhecidos
também como primers, desenhados especialmente para a regido que se deseja amplificar. Esses
flanqueiam a regido de interesse e a localizam dentro do genoma a partir da
complementariedade de bases nessa regido (MULLIS, 1990; SAIKI et al., 1988).

A PCR envolve trés etapas basicas, reguladas a partir de temperaturas especificas
em um determinado tempo: 1) desnaturacdo, onde as ligacdes de hidrogénio entre as bases
nitrogenadas sdo rompidas a temperatura de 92 °C a 95 °C para separar os polinucleotideos do
DNA,; 2) pareamento dos primers, momento em que os oligonucleotideos desenhados irdo se
hibridizar com a regido de interesse, em temperatura que pode variar de 50 °C a 60 °C; 3)
extensdo, etapa enzimatica em que ocorre a sintese do novo polinucleotideo a partir dos
oligonucleotideos e da sequéncia de bases do DNA que foi desnhaturado. As etapas descritas
formam um ciclo e a repeti¢éo dos ciclos, de 30 a 40 vezes, garante 0 aumento exponencial no
namero de copias da regido que se deseja analisar (MULLIS, 1990; NETTO; SAAD; DYSERT,
2003; RIDGWELL, 2004; SAIKI et al., 1988; VALONES et al., 2009).



45

Figura 14 - Esquema da técnica de PCR. (A) Cada ciclo de amplificacdo tem trés etapas: (etapa 1) desnaturacéo
do DNA gendmico analisado, (etapa 2) anelamento do oligonucleotideos sintetizados a regido de interesse do
genoma, e (etapa 3) sintese enzimatica da regido de interesse do DNA. (B) A repeticdo dos ciclos aumenta de
forma exponencial o nimero de cépias da regido de interesse.
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Para o diagnostico molecular em humanos, o produto da PCR (amplicon) pode ser
sequenciado, como ja discutido, ou analisado com uso da técnica de polimorfismos do
comprimento dos fragmentos de restri¢cdo (RFLP).

A PCR-RFLP é muito utilizada em pesquisas para genotipagem e consiste na
obtencdo de fragmentos de diferentes tamanhos de um amplicon, a partir do uso de
endonucleases de restricdo, enzimas que clivam o DNA em sitios especificos (sitios de
restricdo). O resultado é um perfil de restricdo que, no diagnostico molecular, permite
identificar a presenca de mutacao pontual na sequéncia de DNA em analise. Como a enzima
reconhece sitios especificos, a mutacdo pode inserir ou eliminar tais sitios da regido analisada
e, portanto, mudar o padrdo de um perfil de restricdo. Dessa forma, o perfil de restricdo obtido
deve ser sempre comparado com os perfis previamente validados para individuos afetados ou
nao afetados (Figura 15) (CAIXETA, E.T.; OLIVEIRA, A.C.B.; BRITO, G.G.; SAKIYAMA,
2009).

Para 0 sucesso da PCR-RFLP, no diagndstico molecular, deve-se conhecer a
sequéncia em analise, a mutacdo que causa a condicdo genética e a enzima de restricdo

adequada para a obtenc&o dos perfis de restricdo (FARFAN, 2015).

Figura 15 - Esquema da técnica de PCR-RFLP na identificacdo de variante de base
Gnica em um amplicon. (A) Por meio da PCR, obteve-se o amplicon de Bob e Joe. (B)
Os amplicons foram tratados com enzimas de restricéo. (B) A endonuclease de restri¢éo
clivou o amplicon de Bob, mas nédo clivou o amplicon de Joe devido a presenca de uma
mutacdo de ponto que alterou o sitio de restricdo da endonuclease. (C) O padréo de
restricdo de Bob revelou a presencga de trés bandas (sem mutacdo) e o de Joe, duas
bandas (com mutag&o).
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Fonte: Pierce (2016), com modificagdes.
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Avancos recentes trouxeram o sequenciamento massivo ou de alta demanda (Next
Generation Sequencing - NGS) que permite sequenciar rapidamente genomas inteiros a custos
reduzidos. E a tecnologia aplicada no sequenciamento completo do exoma humano, que permite
determinar variagdes, comuns e raras, em todas as regides codificadoras (éxons) de um genoma.
Algumas dessas variagdes possuem importancia clinica, podendo desencadear distirbios
genéticos em humanos (POON; TAN; KOAY, 2015).

Outras técnicas podem ser aplicadas ao diagnostico genético em humanos. A
escolha da técnica deve considerar o tipo de alteracdo genética que se deseja identificar.
Segundo Farfan (2015), o campo do diagnostico molecular apresentou um excelente
crescimento nos Ultimos anos. Para aumentar a disponibilidade de testes genéticos na area
médica, € preciso 0 investimento em pesquisas que busquem a identificacdo de mutacbes
patogénicas e sua respectiva associacdo a uma doenca genética. E importante também
reconhecer o impacto dessa mutacdo na funcdo da proteina envolvida. Esse conhecimento
auxilia na terapéutica adequada, prevencao, melhor conhecimento da farmacogenética e busca
de novos farmacos para o controle da doenca (Figura 16) (NETTO; SAAD; DYSERT, 2003).

Figura 16 - Etapas da abordagem investigativa para o diagndstico e tratamento de doencgas genéticas.
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Fonte: Netto; Saad; Dysert (2003), com modificagdes.

Prever se e quando um individuo vai desenvolver a DM2 é um dos principais
desafios da endocrinologia contemporanea. O estudo de genes que contribuam para o
desenvolvimento de testes para diagnéstico molecular da DM2 é relevante no contexto da
medicina preventiva e individualizada (DERAKHSHAN et al., 2015; GIL; VALERO, 2017).
A identificac@o precoce de individuos com alto risco para a DM2 pode prevenir ou retardar o
aparecimento da condicdo com mudancas no estilo de vida e intervencdes farmacoldgicas (HU;
JIA, 2018; VASSY; MEIGS, 2012).

A biologia molecular se instalou no campo da pratica clinica e, mesmo com

limitacOes devido especialmente ao alto custo, sdo notorias as vantagens das técnicas
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moleculares em relacéo as técnicas classicas. Ha a necessidade de se implementar o servigo de
diagndstico molecular no sistema de salde publica para que esta ferramenta importante esteja
acessivel a equipe de saude e pacientes e cujo uso em médio e longo prazo fornecera um perfil
do background genético da populacdo o que permitird melhorar o grau de acerto de ferramentas
preditivas como o FINDRISC (FARFAN, 2015).
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3 MATERIAIS E METODOS

A andlise do éxon 1 do gene IRS1, em pessoas com Diabetes Mellitus tipo 2, para a
identificacdo e estudo de variantes de riscos foi executada de acordo com as etapas descritas no

fluxograma a seguir (Figura 17):

Figura 17 — Fluxograma com as principais etapas da pesquisa.
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3.1 OBTENCAO DA POPULACAO

A pesquisa foi autorizada pela Secretaria Municipal de Saude (SEMSA), oficio no.
41/2016 — GESAU®/SEMSA (Anexo A) e aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Amazonas (UFAM) sob o0 CAAE® 60172416.8.0000.5020, em 15 de
dezembro de 2016 (Anexo B).

A populacdo foi composta no periodo de fevereiro a dezembro de 2017 e incluiu
pessoas com diagndéstico clinico e laboratorial confirmado para Diabetes Mellitus tipo 2
(DM2)’, excluindo-se individuos menores de 18 anos e/ou com etnia indigena, pois esses
possuem peculiaridades que ndo abrangem o escopo da pesquisa. Todos 0s participantes
estavam em acompanhamento clinico com médico endocrinologista, glicemia controlada por
uso de medicamentos e recrutados em consulta de rotina na Policlinica Raimundo Franco de
S4, localizada no bairro Nova Esperanca na cidade de Manaus, Amazonas. A aceitacdo para
participar da pesquisa foi devidamente documentada com assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice A) apds os devidos esclarecimentos.

3.2 CARACTERIZACAO DA POPULACAO

Os pacientes incluidos na pesquisa responderam a um questionario com perguntas
simples, aplicado logo apds a consulta médica. Foram coletadas informacdes sobre o perfil
sociodemogréafico (género, faixa etaria, escolaridade), anamnese, tratamento (antidiabéticos
orais e insulina), comorbidades (hipertensio, dislipidemia e indice de massa corporea®),
complicacBes clinicas (oftalmoldgicas, cardiacas, renais, amputacdes, acidente vascular
encefalico) e varidveis comportamentais (uso de tabaco, alcool, alimentacdo e pratica de
atividade fisica) associadas a DM2.

Para o conhecimento sobre a agregacdo familiar, foram obtidos dados sobre o
histérico familiar para DM2, sendo considerados familiares de 1°. grau (pais e irmaos) e 2°.
grau (avés, tios e primos). O instrumento aplicado para a obtencdo de dados foi elaborado, com
adaptacoes, a partir do FINDRISC (Finnish Diabetes Risk Score) (Apéndice B).

Os dados obtidos foram organizados em planilha no Excel®, apresentados de forma

tabular, analisados por estatistica descritiva e as variaveis apresentadas por meio de frequéncia

5 GESAU - Geréncia de Gestdo da Educagio na Saude

8 CAAE - Certificado de Apresentagdo para Apreciagio Etica

" De acordo com os critérios estabelecidos pela Associagio Americana de Diabetes (ADA) e recomendados pelas
diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD).

8 Parametros estabelecidos de acordo com a Organiza¢io Mundial de Saude (OMS), sendo: 18,5 — 24,9: normal;
25 —29,9: sobrepeso; > 30: obeso.
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absoluta e percentual simples. Para identificar associacdes entre variaveis, aplicou-se o teste
Qui-quadrado de Pearson (¥2). Os dados foram processados no software IBM SPSS verséo
19.0.

3.3 COLETA DAS AMOSTRAS BIOLOGICAS

Para a obtencdo do DNA, foi coletado, com o uso de seringas e agulhas estéreis, 1
mL de sangue venoso periférico, distribuido em volume de 200 ul. em microtubos.
Imediatamente apos a coleta de sangue, essas amostras foram mantidas em baixa temperatura
até seu processamento no laboratério de Diagndstico Molecular, localizado no setor sul, bloco
M da UFAM. Todas as amostras bioldgicas coletadas foram identificadas por um codigo
numerico, mantendo-se sigilo sobre os dados coletados, conforme preconizado pelas

normativas estabelecidas pelo Comité de Etica em Pesquisa.

3.4 EXTRACAO DO DNA GENOMICO

Aliquotas de 200 puL do sangue venoso foram processadas para a extragdo de DNA
com o Kit de Extracdo de DNA Mini Spin — modelo K9-0050 (KASVI), seguindo as
recomendag0es do fabricante (Figura 18).

Figura 18 - Etapas de extracdo de DNA Mini Spin (Kasvi) - Tecnologia de membrana de silica em coluna Spin.
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de Ligacao [Tubo Spin Plus)

Fonte: http://kasvi.com.br/a-extracao-de-dna, disponivel em 14/08/2018.

O DNA extraido foi analisado em (1) eletroforese em gel de agarose 1%, corado
com brometo de etidio (0,5 pg/mL), para verificar a integridade e estimativa da concentracao
(quantificacdo); (2) espectrofotdmetro NanoDrop® 2000c nos comprimentos de onda de 230
260 e 280 nm, onde os parametros 260/280 nm e 260/230 nm determinardo o grau de pureza da

amostra, e (3) Qubit Fluorometric Quantitation para a determinagéao precisa da concentracao do
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material genético. A migracdo em gel de agarose foi registrada em fotodocumentador Quantum

Vilber Lourmat equipado com transluminador UV.

3.5 ANALISE DO EXON 1 DO GENE IRS1

Para a andlise do éxon 1 do gene IRS1 foram desenhados e sintetizados
oligonucleotideos (tabela 4 e figura 19) estabelecidos com a ferramenta PrimerQuest
(Integrated DNA Tecnologies, Inc.) a partir da regido codificante da sequéncia de referéncia do
gene IRS1 de Homo sapiens, disponivel na plataforma National Center for Biotechnology
Information (NCBI), com acesso NG _015830.1 (Anexo C). A validacdo in silico dos
oligonucleotideos desenhados foi realizada com a ferramenta online Oligoanalyser (Integrated
DNA Technologies, Inc.) utilizando como parametro o valor minimo do AG (energia livre) para
estruturas secundarias (hairpin), homodimero ¢ heterodimero de <- 5, a fim de excluir possiveis

artefatos.

Tabela 4 - Oligonucleotideos desenhados e sintetizados para a analise do éxon 1 do gene IRS1.

Oligonucleotideos Start Stop Tm (0C)
FW1-GGTTTCTGCTGCCTCCA 1 17 60
FW 2 - AAGACCATCAGCTTCGTG 700 718 58
FW 3 - AGTTCCTTCCGCAGTGTCA 1450 1469 62
FW 6 - CCTTGCACAGGTGACTACAT 2301 2321 62
RV 1-TGTGCCCTGAGAATGTAAGT 3999 4019 60
RV 2 - AGGCTGCTGAGGATGAG 3237 3254 59
RV 3 - CTGGTGGAAGAGGAAGAATC 2548 2568 58
RV 4 - GGACTGGAGCCATACTCAT 1408 1427 60
RV 5 - CCACCTCGATGAAGAAGAAG 779 799 59

Figura 19 - Localizag8o de anelamento dos oligonucleotideos desenhados para a analise do éxon 1 do gene IRS1.

FW1 FW2 FW3 FW6
—_—  — —_— —_—
— — -— - —
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A amplificacdo do exon 1 do gene IRS1 processou-se com o conjunto de reagentes
Platinum™ Taq DNA polimerase High Fidelity (HF) (Invitrogen by Thermo), usando o par de

primers FW1 e RV1 (tabela 4) e seguindo o protocolo de reacdo otimizado apresentado na
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tabela 5. A ciclagem da PCR foi programada em termociclador ProFlex-PCR System (Applied
Biosystems by Thermo) e constou de uma desnaturagéo inicial a 95 OC por 3 min, seguido de
30 ciclos a 95 °C por 30 segundos, 58 °C por 30 segundos, 68 °C por 4 minutos, seguido de
extensdo final por 10 minutos a 68 °C. O resultado da amplificagdo foi avaliado em gel de

agarose 1% corado com brometo de etidio (0,5 ug/mL). Obteve-se um fragmento com 4020 bp.

Tabela 5 - Concentragdo final dos reagentes utilizados na PCR otimizada para o par de
oligonucleotideos FW1 e RV1.

Componente Concentracéo final
25uL de reacdo
HO ultrapura g.s.p
Tampado (10 x) 1X
dNTP (10 mM) 0,2 mM de cada
Oligonucleotideo FW1 (10 uM) 0,2 uM
Oligonucleotideo RV1 (10 uM) 0,2 uM
Taq polimerase High Fidelity (5 1 U/reagdo
U/ul)
MgSO; (50 mM) 1,5mM
DNA molde (10 ng/uL) 50 ng
DMSO (10 x) 1X

dNTP - Desoxirribonucleotideos trifosfatados; MgSO4 — sulfato de magnésio; DMSO - dimetil sulfoxido;
g.s.p — quantidade suficiente para.

Para 0o melhor aproveitamento do sequenciamento do éxon 1 do gene IRS1 foi
empregada a técnica de Semi Nested PCR (SN-PCR), realizando-se separadamente reacdes de
PCR com os pares de primers FW1/RV3 e FW3/RV1 (tabela 4) a partir de 2 pL do produto da
primeira PCR com as mesmas concentracdes dos reagentes descrito na tabela 5. A ciclagem
seguiu as etapas supracitadas, alterando-se o tempo de extensdo para 2min30s. Obteve-se
amplicons de 2557 bp para o par FW1/RV3 e 2569 bp para o par FW3/RV1 (Figura 20). Os
amplicons foram purificados com PureLink® PCR Purification Kit (Figura 21), quantificados

com Qubit Fluorometric Quantitation.
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Figura 20 —Esquema da Semi-Nested PCR utilizada para o sequenciamento do éxon 1 do gene IRS1.

‘ Produto da primeira PCR
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Figura 21 — Etapas para purificar produtos de PCR usando o PureLink® PCR Purification Kit, conforme
indicacéo do fabricante.
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Fonte: https://www.thermofisher.com, acesso em 16/08/2018

Para o sequenciamento do éxon 1 do gene IRS1, foram usados todos o0s
oligonucleotideos desenhados para a presente andlise (tabela 4). Essa estratégia garantiu a
obtengdo de fragmentos (reads) com sobreposicdo minima (> 10 bp) das extremidades para
alinhamento e a formacéo de contings, isto &, a obtencéo da sequéncia completa do gene IRS1
(Figura 22).
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Figura 22 — Estratégia para a obtencdo da sequéncia completa do gene IRS1. Sera
realizado o sequenciamento com oligonucleotideos externos e internos para a
obtencdo de reads (1) que serdo alinhadas em regides de sobreposicdo (2) para a
formacao de contings (3).

i Sequenciamento

l Montagem dos contigs

Fonte: Moreira (2015) com adaptagdes.

O sequenciamento processou-se com o conjunto de reagentes BigDye® Terminator
v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems™ by Life Technologies, Foster City, CA, USA).
A reacgdo de sequenciamento foi realizada com volume final de 10 puL, sendo 0,5 pL de BigDye,
1,75 pL de tampao de sequenciamento (5X), 1 uL do produto da PCR (25 ng) e 1 puL do
oligonucleotideo (2,5 uM) e agua ultrapura (g.s.p). A reacdo foi colocada em termociclador
ProFlex-PCR System (Applied Biosystems by Thermo), nas seguintes condi¢fes: 96 °C 1
minuto, seguido de 35 ciclos a 95 °C 15 segundos, 56 °C 15 segundos, 60 °C 2 minutos. Para a
precipitacdo das reacdes de sequenciamento, foram adicionados 4 uL da solugdo NG (1mg.mL"
! de glicogénio dissolvido em 5 M NH40Ac) e 40 pL de etanol absoluto homogeneizando-0s
em vortex e, em seguida, mantendo-os a -20 °C por no minimo 30 min. A placa com o material
foi centrifugada por 40 min a 4.400 rpm em centrifuga de bancada com rotor de placas (Thermo
Scientific: Heraeus Megafuge 8R). O sobrenadante foi desprezado por inversdo e a placa foi
submetida a um spin invertido de 300 rpm. O precipitado foi lavado duas vezes com 110 uL de
etanol 70% (Merck), a primeira lavagem com uma centrifugacdo de 20 min a 4.400 rpm,
descarte do sobrenadante por inversao e spin e a segunda lavagem com uma centrifugagéo de 5
min a 4.400 rpm e descarte do sobrenadante com inversao e spin. Para evaporagéo do etanol
residual, a placa permaneceu em temperatura ambiente por 5 minutos. O material foi
ressuspendido em 10 pL de formamida ultrapura (Merck) e as amostras injetadas em um
analisador genético por eletroforese capilar modelo ABI 3500 (Applied Biosystems) para a

determinacdo das sequéncias.
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As sequéncias obtidas foram analisadas e editadas utilizando-se a ferramenta
Lasergene® SeqMan™ Pro para Windows (DNASTAR®) e comparadas com o banco de DNA
gendémico humano do GenBank, usando a ferramenta “Basic Local Alignment Search Tool”’
BLASTN (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) (ALTSCHUL et al, 1990)

As mutacdes identificadas na analise foram apuradas quanto a associagdo com a
DM2, a partir da literatura cientifica disponivel em plataformas de acesso a publicagdes

cientificas da area biomédica.

3.6 CONFIRMACAO DO VARIANTE rs1801278

O rastreio do éxon 1 do gene IRS1 revelou a presenga do variante rs1801278
selecionado, na presente pesquisa, para o estudo da analise de risco no desencadeamento da
DM2.

A ocorréncia do variante rs1801278 foi confirmado pela técnica de polimorfismo
de comprimento de fragmentos de restricdo (RFLP). A selecéo da enzima de restri¢ao ideal para
a identificacdo do variante de base Unica em estudo foi realizada com a ferramenta NebCutter,
disponivel em http://nc2.neb.com/NEBcutter2/ (VINCZE et al. 2003).

Um amplicon de 874bp foi obtido com o uso dos primers FW3 e RV2 (tabela 4) e
submetido ao tratamento com a enzima de restricdo Smal (CCCA"GGG) (Thermo Fisher
Cientific) por 2h a 37 °C. A reacdo processou-se em volume final de 10 pL, sendo 5 pL de
DNA (250-500ng), 2 pL de buffer (10X), 0.2 pL de BSA® (100X), 0.5 pL de Smal (2000 U) e
agua ultrapura (g.s.p).

Para a analise do padrdo de restricdo, digeriu-se uma amostra controle (sem
mutacdo, confirmada pelo sequenciamento) e a amostra 12 da presente pesquisa (com a
mutacdo). O padrdo da digestdo foi analisado em gel de agarose 2%, corado com brometo de
etidio 0,5ug/mL e analisado em um fotodocumentador (Quantum Vilber Lourmat) equipado
com transluminador UV.

Quando digerido com a enzima de restricdo Smal, 0 amplicon sem a mutacgdo gera
cinco fragmentos de restricdo: 153bp, 347bp, 114bp, 28bp, 232bp (figura 23-N). No amplicon
com mutacgdo, a alteracdo excluiu sitio de restricdo na posicdo 732, gerando assim quatro
fragmentos de restricdo: 153bp, 347bp, 114bp, 260bp (figura 23-A). O padréo de digestdo para
o individuo heterozigoto para o variante rs1801278 apresenta os fragmentos de restricdo347bp,
260bp, 232bp, 153bp, 114bp e 28bp.

9 BSA: recomendado para a amplificacdo de fragmentos com alta frequéncia de GC.
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Figura 23: Mapa do amplicon ap0s a digestdo com identificagdo dos sitios de restricdo para Smal. N — Mapa de
restricdo do amplicon sem a mutagdo, observando-se a obtencéo de cinco fragmentos (347bp, 232bp, 153bp, 114bp
e 28bp); A — Mapa de restricdo do amplicon com a mutagdo (347bp, 260bp, 153bp, 114bp). Individuos
heterozigotos apresentam fragmentos referentes ao padrdo normal e ao padrdo com mutacao.

1 153bp 347bp 114bp 28bp 232bp 874

Smal
Smal
Smal
Smal

1 153bp 347bp 114bp 260bp 274

Smal
Smal
Smal

3.7 ANALISE FAMILIAR DO VARIANTE rs1801278.

A analise familiar do variante rs1801278 realizou-se a partir da investigacao
genética em membros da familia de um individuo (P12) portador do sequéncia variante
identificada na etapa de rastreio inicial no gene IRS1. Para essa analise utilizou-se a técnica de
PCR-RFLP, padronizada e validada conforme descrito no item 4.6, especifica e eficiente na
identificacdo do variante rs1801278. Os resultados obtidos na andlise familiar foram
organizados em heredograma construido com o programa Progeny Free Online Pedigree Tool
(© 2015. Progeny Genetics disponivel em https://www.progenygenetics.com/).

3.8 SEQUENCIAMENTO DO EXOMA

Para o entendimento do valor aditivo do variante rs1801278, processou-se a busca
de sequéncias variantes de base unica em genes relacionados a via de sinaliza¢do da insulina
em tecidos periféricos: INSR, IRS1, IRS2, IRS3, IRS4, PI3KR1, TBC1D4, SLC2A4 (tabela 6).
Para essa analise, obteve-se 0 sequenciamento total do exoma do individuo P12 com uso da
plataforma IlluminaHiSeq 2000 (Sigma-Aldrich Corporation®, Missouri, EUA) da GenOne

Biotechnologies.
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Tabela 6: Genes analisados nos dados obtidos pelo sequenciamento do exoma cujos
produtos participam da via de sinalizago da insulina.

Genes Localizacéo Produto do gene
INSR 19p13.2 Receptor da insulina (IR)
IRS1 2036.3 Substrato do receptor da insulina 1 (IRS-1)
IRS2 13934 Substrato do receptor da insulina 2 (IRS-2)
IRS3 7922.3 Substrato do receptor da insulina 3 (IRS-3)
IRS4 Xq22.3 Substrato do receptor da insulina 4 (IRS-4)
PIK3R1 5q13.1 Fosfatidilinositol-3'-OH quinase (P13K)
TBC1D4 13922.2 proteina quinase B Akt (PKB/AKkt)
SLC2A4 17p13 transportador de glicose 4 (GLUT 4)

As sequéncias (reads) foram mapeadas de acordo com o genoma humano de
referéncia GRCh37. Para a filtragem, excluiu-se variaveis em regides intergénicas, intrénicas e
ndo traduzidas (UTR), variaveis de mutacdes sindbnimas e variaveis com indice menor que 20.
Possiveis impactos das variaveis selecionadas foram previstas com as ferramentas Polyphen2
(Polymorphism Phenotyping v2) (ADZHUBEI et al.,, 2010; ADZHUBEI; JORDAN;
SUNYAEYV, 2013) e SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant) (VASER et al., 2016). Esses
algoritmos séo utilizados para prever o efeito que a substituicdo de aminoacidos pode causar na
estrutura e funcdo de uma proteina humana, utilizando analises evolutivas estruturais e
comparativas A analise gera uma pontuacdo (score) que varia de 0.0 a 1,0. No Polyphen2
variantes com pontuacfes de 0,0 a 0,15 sdo consideradas benignas, enquanto variantes com
valores acima de 0,15 sdo preditas como prejudiciais. Para o SIFT, variantes de 0,0 a 0,05 sédo

consideradas deletérias, enquanto variantes acima de 0,005 séo consideradas toleraveis.

3.9 MODELAGEM MOLECULAR

Para a analise do impacto do variante rs1801278, na estrutura do substrato IRS-1 e sua
interacdo com PI3K, foi realizada a modelagem molecular por homologia e modelagem do
complexo IRS-1/PI3K.

As sequéncias de aminoacidos de IRS-1 selvagem e IRS-1 mutante foram submetidas
ao servidor I-TASSER (YANG et al., 2014; YANG; ZHANG, 2015) para previsao da sua
estrutura terciaria com auxilio do programa LOMETS (SIEVERS et al., 2011). A estrutura
tridimensional tedrica de IRS-1 selvagem e mutante foram baseadas no molde 2NBIA. As
estruturas foram refinadas pelo programa ModRefiner (XU; ZHANG, 2011) e sua qualidade
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estereoquimica foi examinada usando 0 PROCHECK (LASKOWSKI et al., 1993). As proteinas
foram visualizadas no programa MOE (MOE., 2015).
Antes dos procedimentos de ancoramento molecular, foi feita uma fosforilacdo no

aminoacido Ser®4

da sequéncia de IRS-1 mutante. A sequéncia de IRS-1 selvagem sem
fosforilagdo também foi utilizada no ancoramento para efeitos de comparacao neste estudo. As
moléculas de IRS-1 foram ancoradas com o dominio SH2 da subunidade p85 de PI3K obtida
no Protein Data Bank (PDB ID: 2IUG). O docking molecular proteina-proteina foi realizado
com auxilio do programa MOE pelo método de proteina rigida com pos-refinamento, usando o
Algoritmo Genético para determinar as melhores pontuacées (scores). Os resultados gerados
pelo docking foram processados e a solugdo mais favoravel (pose) foi selecionada com base na
sua conformacdo e interacBes intermoleculares. A andlise dos resultados do docking
selecionado de IRS-1 selvagem e mutante foi realizada no programa MOE, visando identificar
0 namero de ligacdes de hidrogénio e suas distancias, assim como outras possiveis interacdes

intermoleculares proteina-proteina.

3.10 ESTUDO DO IMPACTO DO VARIANTE rs1801278 NA TRANSDUGCAO DO SINAL
INSULINICO.

O impacto do variante rs1801278 em sitios de fosforilagdo do substrato IRS-1 foi
também analisado na presente pesquisa.

A predicdo de sitios de fosforilagdo foi verificada com o programa NetPhos 3.1
Server (disponivel em http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/) (BLOM; GAMMELTOFT,;
BRUNAK, 1999), comparando-se a sequéncia do substrato IRS-1 selvagem e mutante.

Para o teste de fosforilacdo in vitro, foram sintetizados dois peptideos com quinze
aminoacidos (GenOne Biotechnologies), incluindo o aminoacido 971 e a serina 974 do
substrato IRS-1, sendo um peptideo com a sequéncia selvagem (971G) e outro com a sequéncia
mutante (971R) (tabela 7). A reacdo de fosforilacdo processou-se com PKA Kinase Enzyme
System (PROMEGA Corporation) em volume final de 25 pL, sendo 5 pL de buffer 5X, 0,5 pL
de DTT (100mM), 1 pL de ATP (100 uM), 5 puL de PKA (0,5U), 5 ug de peptideo (colocados
em tubos separados) e &gua ultrapura (g.s.p). A verificacdo da fosforilagdo foi feita com o uso
do KIT ADP-Glo™ Kinase Assay seguindo as instrugdes do fabricante (figura 24). Utilizou-se
como controle positivo o peptideo kemptide [LRRASLG] e como controle negativo amostra
sem peptideo. Todas as amostras foram analisadas em quadruplicatas. A luminescéncia emitida

foi determinada em GloMax® 20/20 Luminometer (PROMEGA Corporation), com tempo de
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1 sec. Essa leitura foi realizada na Plataforma de Bioensaios da Fundagdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ).

Tabela 7: Sequéncia dos peptideos IRS-1 selvagem e mutante sintetizados para a presente pesquisa.
Observa-se na posi¢ao 971 uma mutagdo missense entre os peptideos selvagem e mutante e na posicéo 974
uma serina.

PEPTIDEOS SEQUENCIA PEPTIDEOS
971 974
Seql - Selvagem [H]-PAPPGAASICRPTRA-[OH]
971 974
Seq2 - Mutante [H]-PAPPRAASICRPTRA-[OH]

Figura 24: Principio do KIT ADP-Glo™ Kinase Assay (Promega Corporation). O ensaio é realizado em duas
etapas: 1) apés a reacdo de fosforilagdo, é adicionado o reagente ADP-Glo™ para interrupgdo da reagéo de
fosforilagdo e eliminago do ATP restante; 2) Em seguida, o reagente de deteccdo de quinase é adicionado para
converter ADP em ATP. O ATP recém-sintetizado serd medido pela reacéo luciferase/luciferina. A luz emitida na
reacdo da luciferase é proporcional a quantidade de ADP gerado na reacdo de fosforilagao.
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4. RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Participaram da pesquisa 53 pessoas com diagnostico confirmado de Diabetes
Mellitus Tipo 2, com maior prevaléncia do sexo feminino (68,5%). A média de idade foi 61,11
+ 14,573 sendo a faixa etaria predominante de 65 a 74 anos de idade (28,3%) (figura 25).
Quanto a escolaridade, o ensino fundamental incompleto (34%) foi o de maior prevaléncia na
amostra (Figura 26). O tempo de diagnostico para DM2 teve média de 9,124 + 9,3120 anos,
sendo o de maior frequéncia o periodo correspondente de 6 meses a 5 anos (49,1%) (Figura 27).

Figura 25: Distribuicdo dos participantes da pesquisa por classes de faixa etaria.
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Figura 26: Distribui¢do dos participantes da pesquisa de acordo com a escolaridade.
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EFI — Ensino Fundamental Incompleto; EFC — Ensino Fundamental Completo; EMC — Ensino Médio
Completo; ESC — Ensino Superior Completo; PG — P6s-Graduagéo.
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Figura 27: Distribuicdo dos participantes da pesquisa de acordo com o tempo de diagnéstico para
DM2.
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Quanto as comorbidades, observou-se que 62,3% dos individuos que compdem a
amostra possuiam hipertensdo arterial e 47,2% dislipidemia. ldentificou-se 35,8% com
sobrepeso e 43,4% com obesidade (figura 28). Com relacdo a complicacdes associadas a DM2,
verificou-se 73,6% com complica¢des oftalmologicas, 26,4% com complicagdes cardiacas,
20,8% com complicagfes renais, 1,9% com amputacdes de membros inferiores e 13,5%

relataram acidente vascular enceféalico (AVE) (figura 29).

Figura 28: Distribuicdo de comorbidades associadas a DM2.
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Figura 29: Distribuicdo de complicagdes clinicas associadas a DM2.
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Houve associacéo estatistica significativa entre o tempo de diagnéstico para DM2

e complicages clinicas (tabela 8). Quanto a associacdo entre comorbidades e complicacdes

clinicas, houve associacao estatistica significativa para dislipidemia e mais de uma complicacéo

clinica, IMC e complicac@es oftalmoldgicas e IMC e mais de uma complicacéo clinica (tabela

9).

Tabela 8: Associacdo entre tempo de diagndstico para DM2 e complicacdes clinicas associadas a DM2.

Tempo diagnostico Complicag6es Complicac0es Complicac6es Mais Qe urpa
. . 2 complicacGes
para DM2 cardiacas renais oftalmoldgicas clinica
N p-value N p-value N p-value N p-value
0,178 0,661 0,088 0,001

6 meses a 5 anos 7 7 22 26
6 - 10 anos 2 1 5 5
11 - 15 anos 0 1 5 5
Acima de 15 anos 4 2 6 6

p-value <0,05.



Tabela 9: Associacdo entre comorbidades e complicaces clinicas associadas a DM2.

Comorbidades Complicac6es Complicac6es Complicacbes Mais de uma
cardiacas renais oftalmoldgicas complicacGes
clinica
N p-value N p-value N p-value N p-value
Dislipidemia 0,722 0,150 0,132 0,001
sim 6 8 21 25
néo 7 3 16 16
Hipertensdo 0,645 0,421 0,645 0,870
sim 8 8 25 27
néo 6 3 14 16
IMC 0,081 0,123 0,015 0,002
normal 0 0 5 5
sobrepeso 6 4 13 16
obeso 8 7 21 22
p-value <0,05.
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Quanto as variaveis comportamentais associadas a DM2, 35,8% dos individuos da

amostra afirmaram o uso do tabaco em algum momento da vida (fumante ou ex-fumante),

54,7% o consumo de bebidas alcodlicas e 24,5% o uso de tabaco e alcool. A alimentacdo

saudavel (consumo diério de frutas e verduras) foi relatada por 67,9% dos individuos e somente

32,1% praticam algum tipo de atividade fisica regularmente (Figura 30). Quanto ao tratamento

medicamentoso, verificou-se que 92,5% utilizam antidiabéticos orais e 20,8% a insulina para o

controle da glicemia. Na analise de agregacdo familiar, 69,8% possuem algum familiar de

primeira e/ou segunda geragdo com DM2.

Figura 30: Frequéncia de variaveis comportamentais associadas a DM2.
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4.2 ANALISE DO EXON 1 DO GENE IRS1

A metodologia empregada para a extracdo de DNA forneceu material gendbmico em
quantidade e qualidade satisfatorias (figura 31), o que favoreceu o desenvolvimento das etapas

de Semi Nested-PCR (figura 32) e Sequenciamento (Figura 33).

Figura 31 — Imagem representativa do perfil eletroforético do DNA gendmico obtido a
partir do método de extracdo proposto para a presente pesquisa. M — Marcador Lambda 20
ng; 1-11 — amostras da pesquisa. Gel de agarose 1% corado com brometo de etidio.

Figura 32 - Perfil eletroforético dos produtos amplificados com os oligonucleotideos
FW1/RV3 (2557bp) e FW3/RV1 (2569bp), com uso da técnica de Semi Nested-PCR. M
=marcador de peso molecular 1 Kb (KASVI); 1 e 2 =amplicon FW1/RV3; 3e 4 = amplicon
FW3/RV1. Gel de agarose 1% corado com brometo de etidio.

3000 bp EE)
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Figura 33 — Eletroferogramas obtidos de parte da sequéncia codificante do gene IRS1. Analise realizada no
programa SegMan - DNASTAR.

CGG-CGLGG0 GAGGAGCCTCCGC CCCCCACCCGRTTGTTT T TCGGAGC CTCCCTCTGCTCAGC G TT RO TRGTOOC GET GG AGCAT GG GAGC CCTCCOGAGLGE GAT L TTCTEGACGT L GCARGGT GGG TACCTROGCARACCCA
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A6~ COCBRCEAGEARCCTCORC COCCCACCCGRTTE I‘I‘I TTCEGAGCCTCC CTCTGCTCAGCG'I'TGGTGGTGGCGGTGGCAGCATGGC GAGC CCTCCGGAGAGC GATGGITTCTCGFACGT G GCMGGTGGGCTACCTGCGCMCC Ch

A|CAGACGCGECBAGGAGD CTE CGC CCCCCAC CC GGTI’GI TT I T CGGEGC CTC C CTCTGCTCI\GCGYTGGTGGTGGCGGTGGCAGCATGGC GAGC CCTCCGGAGEGC GATGGC'ITCTCGGACGTGC GCMGGTGGGCTACCTGCGCMCC CA

4.3 IDENTIFICACAO DO VARIANTE rs1801278

O rastreio de mutacbes na sequéncia codificante do gene IRS1 em pessoas com
DM?2 identificou o variante rs1801278 (NM_005544.2)°, em heterozigose, no individuo 12 da
amostra (figura 34), o qual foi denominado nas proximas etapas da pesquisa como P12. Trata-
se de uma mutacédo de ponto c2911G>A, do tipo transi¢do, que causa uma mutacdo de sentido
trocado no codon 971 alterando-o de GGG para AGG e substituindo no substrato IRS-1 a
glicina da sequéncia de aminoacidos original por uma arginina (p.Gly971Arg/p.G971R) (Figura
35).

Figura 34 - Eletroferograma da sequéncia codificante do gene IRS1 da amostra 12 (P12).
Observa-se um variante de base Gnica na posicdo 2911, em heterozigose, que caracteriza
o0 variante rs1801278 esté representado pela letra R, que indica a ocorréncia de dois picos
na mesma posicao, correspondentes as bases A e G (seta).

2911
A GCACCTCCCRGGGCTGCT

P12

’GCACCTCCCRGGGCTGCT

10 Numero do variante clinico para acesso no NCBI.



Figura 35 - Alinhamento local de 21 nucleotideos da sequéncia codificante do gene IRS1 do
individuo 12, evidenciando a mutacdo de sentido trocado G971R (seta).
sequéncia com SNV rs1801278 da amostra 12; NG_015830.1 — acesso NCBI para a sequéncia
de referéncia do gene IRS1 de Homo sapiens. Os nucleotideos foram separados em cédons para
facilitar a visualizagdo da mutacéo de sentido trocados. Os aminoacidos correspondentes a cada

cddon estao representados pelo codigo de trés letras.

ZAla Pro
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Estudos publicados mostram que o variante rs1801278 esta associado a DM2 em

varias populagdes, conforme apresentado na tabela 3 da sessao 3.4.

4.4 ANALISE FAMILIAR DO VARIANTE rs1801278.

Considerando a importancia do variante rs1801278 no desencadeamento da DM2,

decidiu-se pesquisa-lo em outros membros da familia do individuo P12 com uso da técnica de

PCR-RFLP, digerindo-se o amplicon do gene IRS1 gerado pelos oligonucleotideos FW3 e RV2

com a enzima de restricdo Smal.

Para a andalise familiar desse variante, sete membros de quatro geracGes da familia

do individuo 12, com ou sem diagndstico clinico confirmado para DM2, foram incluidos

voluntariamente nessa etapa da pesquisa. Dados clinicos e de caracterizacdo sobre esses

individuos estdo apresentados na tabela 10 e o heredograma da familia, construido a partir de

informacdes fornecidas pelos individuos parentais (I-1 e 1-12), é apresentado na figura 36.
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Tabela 10 - Caracterizacdo dos participantes da etapa de analise familiar.

Dados 1 2 5 7 8 12 13
(P12)
Género M F F F F M F
Idade 91anos 88 anos 59 anos 49 anos 37 anos 6 anos 1ano
30,94 23,55 28,4 31,1 27,8
IMC - -
obeso normal  sobrepeso obeso sobrepeso
Dlagrllzsztlco Sim Sim Sim Néo Nao Nao Nao
‘I_'empo (.je 40 anos 10 anos 6 anos - - - -
diagnostico
Comorbidade H D
S CO CO - - - - -
complicacbes cC CR
Tratamento Sim Né&o Néo Né&o Néo Néo Néo
com insulina
Atividade Néo Sim Nao Sim Nao Nao Nao
Fisica

M- masculino; F — feminino; IMC — indice de massa corporal; CC — Complicac¢des Cardiacas; CO — Complicagdes Oftalmoldgicas; CR —
Complicagdes renais; D — Dislipidemia; H — Hipertenséo arterial;

Figura 36: Heredograma de quatro geracbes para a familia em estudo. A
genealogia de 13 individuos é apresentada. O individuo P12 é o probando do
heredograma identificado com seta e indicado como I-2. Simbolos escuros
representam individuos clinicamente diagnosticados com DM2 e simbolos ndo
escuros representam individuos sem o diagnéstico clinico para DM2. A pesquisa
do variante rs1801278 pela técnica de PCR-RFLP foi realizada com os individuos
1, 2 (P12), 5, 7, 8, 12 e 13 do heredograma. Individuos com asteriscos foram
positivos para o variante rs180127.
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A analise dos membros da familia em quatro geracdes revelou o variante rs1801278
em cinco pessoas (I-2, 11-5, 11-7, 111-8, 1V-12), trés delas sem manifestagdo, no momento da

pesquisa, de quadro clinico para DM2 (Figura 37).
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Figura 37: Perfil de restricdo da analise familiar obtido por meio da técnica de PCR-RFLP para
rs1801278. M — marcador de peso molecular 100 bp (INVITROGEN). Individuos identificados
com o variante rs1801278: 2 (P12), 5, 7, 10 e 14. Gel de agarose 2% corado com brometo de etidio.
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4.5 SEQUENCIAMENTO DO EXOMA

O sequenciamento total do exoma do individuo P12 gerou 22.384 variantes de
nucleotideo Unico em regides exdnicas. A filtragem de variaveis foi aplicada e resultou em seis
variantes ndo sindbnimas em genes relacionados a via de sinalizagdo da insulina. A analise com
Polyphen2 e SIFT revelou que somente o variante rs1801278 é prejudicial com score de 0.714

e 0,006, respectivamente (Tabela 11).

Tabela 11: Resultado de variantes em genes relacionados a via de sinaliza¢éo da insulina obtido a partir
da anélise do sequenciamento total do exoma do individuo P12. A tabela contém dados sobre o score
obtido de cada variante gerado pelos programas Polyphen2 e SIFT e a classificacdo da predi¢do de
acordo com o score obtido.

2Score 3Score

Gene/ IAA - Predicdo - . Predicdo
SNV alelos Predigédo Predicédo
Locus trocado Polyphen?2 Polyphen2 SIET SIFT
INSR . ,
rs7508518 19p13.2 G>C A2G 0.000 benigna 0.532 toleravel
rs1801278 2';213 G>A G971R 0.714 prejudicial 0.006 deletéria
rs1805097 1'?(1332 4 C>T G1057D 0.089 benigna 0.333 toleravel
IRS4 . ,
rs1801164 Xq22.3 G>C H879D 0.000 benigna 1 tolerével
rs3730089 PSIqK133R11 G>A M3261 0.000 benigna 0.223 toleravel
TBC1D4 . ,
rs1062087 13q22.2 C>T V819l 0.000 benigna 0.484 toleravel

1AA - aminoacido
2SCORE POLYPHEN: 0.0 — 0,15 benigna; acima de 0,15 prejudicial.
3SCORE SIFT: 0.0 a 0.05 — deletéria; acima de 0,05 — toleravel.
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4.6 ANALISE DA MODELAGEM MOLECULAR

A construcdo de modelos estruturais com uso da modelagem molecular por
homologia permitiu obter a estrutura terciaria do substrato IRS-1 selvagem (Gli®!) e mutante
(Arg®™), cuja sobreposicéo e detalhes da regido com a mutagéo so apresentadas na figura 38.
O modelo molecular da fosforilagio no residuo Ser®”* da sequéncia do substrato IRS-1 mutante
mostrou a baixa interacdo desse substrato com o dominio SH2 (residuo de arginina 19) da

subunidade p85 de PI3K, quando comparado com o substrato IRS-1 selvagem (figura 39).

Figura 38: (A) Sobreposicdo dos substratos IRS-1 selvagem e mutante. A seta azul indica a
posicdo da mutacdo entre os substratos selvagem (glicina) e mutante (arginina) (B) Detalhe da
sobreposicdo com a regido 971 que contém a mutacéo.
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Figura 39: Simulacdo de ancoramento molecular entre IRS-1 selvagem (A) e mutante (B) com o dominio SH2 de
PI3K (residuo de arginina 19), com distancia em A. Os dominios SH2 sdo formados por uma cadeia lateral de
arginina e a interacdo da Ser®* do substrato IRS-1 interage com a Arg'® de PI3K. Observa-se baixa interacéo
molecular entre IRS-1 mutante e PI3K.
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4.7 ANALISE DA FOSFORILACAO

A andlise comparativa in silico entre os substratos IRS-1 selvagem e mutante no
programa NetPhos 3.1 revelou que a presenca da mutacdo G>A no gene IRS1 com a
consequente troca de aminoacidos G971R estimula a fosforilagéo por proteina kinase A (PKA)
na serina 974 da cadeia de aminoacidos do substrato IRS-1 (Figura 40).
Figura 40: Andlise in silico comparativa do potencial de fosforilagdo do substrato IRS-1 selvagem (A) e mutante
(B). Observa-se aumento na fosforilagdo do substrato mutante (A2) em comparagdo com o substrato selvagem

(Al) e maior potencial de fosforilacdo na serina (8) no substrato IRS-1 mutante (B1 e B2). Fonte: NetPhos 3.1
Server.
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Kinase Answer
unsp
cde2
CaM-IT
GSK3
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DNAPK
PKC
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A fosforilacdo in vitro dos substratos selvagem e mutante foi verificada com o uso do Kit
ADP-Glo™ Kinase Assay, cuja analise baseia-se na luminescéncia gerada, correlacionada com a
guantidade de ADP gerado na reacdo da kinase, indicativo da atividade da kinase. A emissdo de
luminescéncia revelou maior fosforilagdo no peptideo mutante e controle positivo (kemptide). O
peptideo com a sequéncia selvagem apresentou luminescéncia similar ao controle negativo (Tabela 12
e figura 41).

Tabela 12: Comparacéo do sinal de luminescéncia com o uso de ADP-Glo™ Kinase Assay entre
as amostras selvagem, mutante, kemptide, controle negativo. A luminescéncia foi medida usando
GloMax® 20/20 Luminometer (PROMEGA Corporation). As amostras foram analisadas em
quadruplicatas e apresentados os calculos referentes a média e desvio padréo.

- DESVIO

AMOSTRAS 1 2 3 4 MEDIA PADRAO
Selvagem 3,20E+04 5,46E+04 6,60E+04 6,48E+04 5,43E+04 1,58E+04
Mutante 5,88E+04 8,81E+04 1,04E+05 9,82E+04 8,72E+04 2,01E+04
Kemptide 6,05E+04 9,29E+04 1,07E+05 1,04E+05 9,12E+04 2,13E+04

Controle negativo ~ 3,43E+04 5,63E+04 7,21E+04 6,76E+04 5,76E+04 1,69E+04

Figura 41: Gréafico comparativo mostrando os valores médios do sinal de
luminescéncia entre as amostras com o uso de ADP-Glo™ Kinase Assay. Quanto
maior o sinal de luminescéncia maior a conversdo de ATP-ADP e, portanto, maior
atividade da kinase.
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5 DISCUSSAO

5.1 COMORBIDADES, COMPLICACOES CLINICAS E  VARIAVEIS
COMPORTAMENTAIS DE RISCO.

A maior prevaléncia do género feminino com DM2, observada também em outros
estudos, pode ser explicada pelo comportamento dicotdmico entre os géneros, evidenciando-se
uma maior busca aos cuidados com a saude pelo género feminino. Deve-se considerar ainda
que a composicdo da amostra na presente pesquisa foi realizada em uma policlinica, fato que
pode ter contribuido com esse resultado. Historicamente, o pablico feminino é mais consciente
sobre a relevancia da atencdo a salide e consequentemente, acessam mais 0s servigos de salde
(BAHIA et al., 2011; BERTOLDI et al., 2013; CECILIO et al., 2015; CORRER et al., 2019;
LIMA et al., 2010).

O aumento da incidéncia de DM2 em funcéo da idade € significativo e também
observado em outros estudos populacionais (BAHIA et al., 2011; BERTOLDI et al., 2013;
CECILIO et al., 2015; CORRER et al., 2019; GRILLO; GORINI, 2007; LIMA et al., 2010;
ROCHA et al.,, 2017). Em decorréncia do aumento da idade e consequente processo de
envelhecimento, ocorre menor producdo de insulina devido a disfuncdo de células beta
pancreéticas (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2019). A associacdo da genética e
determinados comportamentos, como ma alimentacéo e sedentarismo, favorecem o aumento da
prevaléncia de DM2 em pessoas com idade acima 40 anos.

Entre as doengas cronicas ndo transmissiveis, a DM2 é importante causa de
mortalidade entre os idosos (FRANCISCO et al., 2010), fato que pode explicar a reducdo da
incidéncia de pessoas com DM2 acima de 75 anos em estudos populacionais para DM2
(BAHIA et al., 2011; BERTOLDI et al., 2013).

A disparidade entre os niveis de escolaridade dos individuos é evidente. A
ocorréncia da diabetes independe do nivel de escolaridade e, esses dados, podem refletir a
populacdo local atendida pela policlinica, pois em principio, atende apenas a populacdo de uma
determinada regido. Entretanto, estudos mostram que pessoas com baixa escolaridade e baixa
renda possuem mais dificuldade para adesdo ao tratamento (CREATORE et al.,, 2010;
SORIGUER et al., 2012; VITAL et al., 2019). A condigédo da escolaridade pode dificultar o
acesso a informacdo, prejudicando a compreensdo quanto a medidas de autocuidado da pessoa
com diabetes. Independente do real fator, esses dados reforgam a necessidade de planejamento
de estratégias diferenciadas por profissionais da atencdo basica, garantindo orientagdes claras

quanto ao autocuidado, visto que é importante um minimo de conhecimento para permitir a
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conscientizacdo, modificagdo de condutas ndo saudaveis, tomada de decisdes e autocuidado
que favorecem o controle da doenca e consequentemente a melhoria da qualidade de vida da
pessoa com DM2 (CECILIO et al., 2015; GRILLO; GORINI, 2007).

A elevada frequéncia da hipertenséo arterial é consenso em estudos com essa
populacgéo, fato que contribui para o aumento significativo de risco de doenca cardiovascular,
complicagbes microvasculares e oftalmologicas (BASSI et al.,, 2018; FERRANNINI;
CUSHMAN, 2012; GRILLO; GORINI, 2007; MENGESHA, 2007; VITAL et al., 2019). Em
estudo realizado por Cecilio et al. (2015), foi observada associacdo significativa para
hipertensdo e complicagfes clinicas para DM2, ndo notado no presente estudo. Essa
fisiopatologia interliga-se com DM2 especialmente devido a resisténcia a insulina, cujo estado
de hipersulinemia reduz a vasodilatacdo (FERRANNINI; CUSHMAN, 2012). As alteracOes
vasculares sdo naturais ao processo de envelhecimento, no entanto, a incidéncia de hipertensédo
com o aumento da idade é maior em pessoas diabéticas do que pessoas nao
diabéticas(SPENCER, 2010).

A dislipidemia é outro fator de risco a se observar, pois também se apresenta com
elevada frequéncia em varios estudos populacionais, e contribui significativamente para as
doencas cardiacas (GRILLO; GORINI, 2007; MENGESHA, 2007). No presente estudo, a
dislipidemia foi estatisticamente significativa com o risco de complicacdes clinicas em pessoas
com DM2. A resisténcia a insulina, em pessoas com DM2, predispbe a alteracBes no
metabolismo das lipoproteinas circulantes, ocorrendo hipertrigliceredemia e aumento na
producdo hepéatica de VLDL (PEREIRA, 2011; PINHO et al., 2015). Essas alteracdes
contribuem para o desenvolvimento de aterosclerose e doengas cardiovasculares, principais
causas de oObito da populagdo diabética (MULLUGETA et al., 2012). No caso de pessoas
diabéticas, o risco do desenvolvimento das condi¢Bes supracitadas se eleva de 2 a 4 vezes
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2019).

A obesidade em portadores de DM2 ¢ outro fator preocupante. A alta frequéncia
observada, nesse estudo, repete-se em outras analises semelhantes (GOMES et al., 2006;
GRILLO; GORINI, 2007; LIMA et al., 2010; MENGESHA, 2007; SORIGUER et al., 2012;
VITAL et al., 2019). A obesidade tem se tornado um dos pontos mais discutidos na medicina
atual, pois sua incidéncia tem se elevado ao longo dos anos, associada ao sedentarismo e
alimentacédo inadequada da populacdo em geral.

Nesse estudo, o Indice de Massa Corpdrea (IMC) teve associagéo significativa com
o risco de complicacBes oftalmologicas e complicacdes em geral. A obesidade influencia
negativamente a sinalizagdo da insulina favorecendo um quadro de resisténcia a insulina que

desencadeia a hiperglicemia cronica resultando no aparecimento de complicag6es clinicas ao



77

longo do tempo (FREITAS; CESCHINI; RAMALLO, 2014). Estudos apontam que a obesidade
aumenta o risco de doencas renais em pessoas com resisténcia a insulina severa (AHLQVIST
etal., 2018).

O aumento da mortalidade entre pessoas com DM2 esta associado ao
desenvolvimento de complica¢des agudas, devido a hiperglicemia cronica que causa alteraces
fisiologicas e metabolicas ao longo de vérios anos (DE BEM; KUNDE, 2006; FERREIRA et
al.,, 2011; KLAFKE et al., 2014; TSCHIEDEL, 2014). Sdo comuns as complicacdes
macrovasculares e microvasculares que diferem em frequéncia e niveis de gravidade (CECILIO
etal., 2015; GRILLO; GORINI, 2007; LIMA et al., 2010).

Corroborando com os dados obtidos na populagdo em estudo, a ocorréncia de
complicacdes oftalmoldgicas € a mais frequente das complicacfes em pessoas com DM2, sendo
a mais comum a retinopatia diabética, principal causa de cegueira em pessoas com essa
patologia (CECILIO et al., 2015; ESTEVES et al., 2008; LIMA et al., 2010; SANTOS;
FREITAS; PINTO, 2014; TSCHIEDEL, 2014). A hiperglicemia crdnica ocasiona alteracdes
microvasculares do tecido retiniano com alteragdes circulatdrias culminando em hemorragias e
descolamento da retina (BOSCO et al., 2005).

As complicagBes cardiacas e renais, apesar de uma baixa frequéncia nesse estudo,
sdo mais frequentes em pessoas com DM2 em comparagéo a pessoas sem DM2 (QUEIROZ et
al., 2011; SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2019; TSCHIEDEL, 2014).
Individuos com DM2 apresentam funcdo cardiovascular reduzida, notada pela diminuicéo da
frequéncia cardiaca, levando a maior risco de morte subita cardiaca (ROCHA et al., 2017;
SILVA-E-OLIVEIRA et al., 2017). A nefropatia diabética, uma complicagdo renal da DM2, é
a principal causa de pessoas com DM2 em programas de dialise, inclusive no Brasil, e é
consequéncia do aumento de excrecdo urinaria de albumina e reducdo da taxa de filtracdo
glomerular (MACIEL; VASCONCELOS; ANDRADE, 2019; SESSO et al., 2010).

A ocorréncia de amputaces foi baixa no estudo, no entanto, outros estudos afirmam
que a maior causa registrada de amputacdes em internac6es hospitalares é decorrente de lesdes
graves em pessoas com DM2, devido principalmente a neuropatias periféricas (CECILIO et al.,
2015; GRILLO; GORINI, 2007; LIMA et al., 2010; ROCHA et al., 2017; SANTOS et al.,
2015).

O tempo de diagnostico para DM2 é um importante indicador, pois quanto maior o
tempo de diagnostico, maior € a prevaléncia de complicacGes clinicas (SCHEFFEL et al., 2004).
Este fato pode ser observado no presente estudo, pois houve associagdo estatistica significativa
entre tempo de diagnostico e complicagdes clinicas. A média do tempo de diagndstico na
pesquisa foi de aproximadamente 9 anos (9,124 + 9,3120 anos), resultado aproximado aos
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obtidos em outros estudos realizados no Brasil com usuérios de unidades béasicas de satde do
sistema publico (GOMES et al., 2006; LYRA et al., 2006; SCHEFFEL et al., 2004).

Os dados obtidos pela associacdo entre tempo de diagndstico para DM2 e
comorbidades em DM2, relevam a importancia do acompanhamento clinico para a populagéo
diabética para o controle efetivo da glicemia, diminuindo-se o risco de complicac@es clinicas
graves que comprometam a qualidade de vida dessas pessoas, bem como altos custos ao sistema
de saiude (COSTA et al., 2017; DE BEM; KUNDE, 2006; SOUZA; GROSS, 2012). Um
exemplo pratico dessa compreensdo € o resultado obtido por Keenan et al. (2007) onde afirmam
que a glicemia controlada em padrdes normais, ou proximo desse, pode postergar a retinopatia
diabética, uma das principais complicagdes oftalmoldgicas em pessoas com DM2.

Entretanto, o diagnostico tardio para a DM2 é ainda um problema, pois se estima
que cerca de 46% dos casos de diabetes em adultos ndo sdo diagnosticados, e a condi¢do de
hiperglicemia permanece por varios anos afetando fisiologicamente o sistema biol6gico do
individuo (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2019). Uma vez que a grande maioria
das pessoas com DM2 na populacdo permanece assintomatica por um longo periodo, 0
diagnostico frequentemente é resultado da presenca de sintomas das complicac6es tardias da
doenga. Um estudo transversal nacional realizado em novembro de 2018 avaliou a glicemia
capilar em pessoas sem diagndstico prévio para DM e mostrou que a prevaléncia de pacientes
com alta glicemia foi de 18,4% (IC 95%: 17,9 - 19,0), dado que mostra a importancia do rastreio
para diabetes para a populacéo brasileira(CORRER et al., 2019).

A ocorréncia de uso de tabaco e ingestdo de alcool em pessoas com DM2 foi
verificado em outros estudos (CECILIO et al., 2015; CORREA, 2003; RODRIGUES, 2013).
Cecilio et al. (2015) relatam que ndo houve associacao estatisticamente significativa entre o
consumo de alcool e tabaco e complicacdes microvasculares, conforme afirmado em estudo
anterior realizado por Umamahesh et al. (2014) Entretanto, sabe-se que em longo prazo, esses
comportamentos aumentam o risco de complicacGes da doenca.

Apesar da maior parte da populacdo do estudo afirmar que faz uma alimentacéo
adequada, observa-se alta frequéncia de pessoas com sobrepeso e obesas. Estudos discutem que
devido as condigdes econémicas, existe 0 consumo frequente de carboidratos, devido ao baixo
custo para aquisicao, associado a insuficiente préatica de atividade fisica (ARSA et al., 20009;
CECILIO et al.,, 2015; CORRER et al., 2019; GRILLO; GORINI, 2007). E notdria a
importancia do exercicio fisico, pois potencializa 0 mecanismo de sinalizacdo da insulina,
aumentando a expressao de GLUT-4, proporcionando maior entrada da glicose na célula e,
consequentemente, controle da glicemia (ALVES et al., 2019; ARSA et al., 2009; COCATE;
DOMINGUES; NATALLI, 2011; VANCEA et al., 2009).
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O uso de antidiabéticos orais € frequente para o controle da glicemia, conforme
relatado em estudos com pessoas portadoras de DM2 (BRITO et al., 2019; MATOS;
BRANCHTEIN, 2006; RODRIGUES, 2011; ROSSI; DA SILVA; FONSECA, 2016;
TURCATTO; FARIA, 2011). Entretanto, no decorrer do tempo, ocorre a necessidade da
insulinoterapia para algumas pessoas, pois devido ao quadro de hipersulinemia compensatoria,
desencadeada pela resisténcia a insulina, ocorrerd um estresse oxidativo com disfuncéo das
células B pancreaticas contribuindo na diminui¢do da sintese e secrecao da insulina com perda
gradual e progressiva do controle glicémico (FERREIRA et al., 2011; MACEDO et al., 2011;
MATTHAEI et al., 2000). A adesdo ao tratamento com medicamentos orais além de favorecer
o controle da glicemia, podem retardar a faléncia das células beta pancreéticas na producao de
insulina e consequentemente retardar a necessidade de insulinoterapia (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DIABETES, 2019). Nesse estudo, poucos individuos da amostra usam
insulina para o controle da glicemia, sendo o uso de antidiabéticos orais (hipoglicemiantes)
associado a dieta foi a principal forma de controle glicémico reportada.

A alta porcentagem de agregacdo familiar para DM2 foi observada na amostra em
estudo. Sendo uma doenca de heranca multifatorial, a presenca de DM2 em um familiar
aumenta o risco de outro familiar apresentar a DM2. Estudos comparativos entre individuos
com e sem historico familiar para DM2 mostram que a glicemia em jejum elevada e a resisténcia
insulinica sdo mais frequentes no primeiro grupo (CORRER et al., 2019; ROCHA et al., 2017;
VITAL etal., 2019).

Sabe-se que o investimento no cuidado a pessoas com DM2 é essencial para a
sobrevida desse paciente, no entanto, a reducdo na incidéncia de novos casos nos préximos anos
s0O seré possivel com programas de saude direcionados também a prevencdo do DM2 na parcela
da populacdo gue ndo possui a doenca, mas com casos na linha familiar. Dados sobre o historico
familiar para DM2, como os observados na presente pesquisa, apontam para a necessidade de
acompanhamento de todos os membros da familia do paciente em programas de prevencao
tanto para a conscientizacdo quanto para estimular consultas periddicas, pratica regular de
exercicios fisicos e redugdo do peso corporal.

Estudos sobre a hereditariedade em doengas ndo mendelianas, como a DM2, ainda
sdo pouco explorados na pesquisa cientifica. Entretanto, o crescimento da medicina
personalizada torna a o conhecimento da genética do individuo uma ferramenta importante para
a prevencdo de doencas genéticas na populacdo (IRIART, 2019; PINHO; SITNIK;
MANGUEIRA, 2014). O conhecimento de cada gene envolvido e sua contribuicdo no
desencadeamento de uma heranga complexa € importante para o desenvolvimento de testes

geneéticos, que, na pratica, permitird identificar precocemente a predisposicdo genética do
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individuo. Uma vez estabelecida a carga genética potencial (ou predisposi¢do genética) para
uma determinada doenca ou condicdo patoldgica é possivel redobrar a atencdo em acGes de
prevencdo, controle da doenca, bem como as complicacdes (CRISPIM et al., 2006; VASSY;
MEIGS, 2012).

Os dados apresentados reforcam, ainda, a importancia na atencdo priméaria por
intervencbes multiprofissionais que visem a conscientizagdo com a propagacdo de
conhecimentos claros. Pesquisas mostram que quanto maior a compreensdo da condicdo de
salde, maior a participacdo ativa do individuo no processo de autocuidado e adesdo ao
tratamento medicamentoso e, portanto, maiores séo as chances de mudangas de habitos a fim
de se prevenir as complicagbes (ROSSI; DA SILVA; FONSECA, 2016; SEIGNEMARTIN,
2018). Impactos positivos no prognéstico visam melhorar a qualidade de vida dos portadores
da diabetes, reducdo na mortalidade e diminuicdo dos custos aos sistemas de salde gerados
pelas internacdes hospitalares para tratamentos com uma complexidade maior do que aqueles
caracteristicos da medicina preventiva.

Apesar de notdria importancia no contexto da salde, ndo ha dados na literatura
médica cientifica publicados sobre a prevaléncia de DM2 para a populacdo de Manaus. Dados
sobre a populacdo de DM2 permitem planejar os recursos destinados a assisténcia a salde,
ampliar a visdo dos investimentos econdmicos necessarios e prioritarios para a satde do estado.
Outros estudos de caracterizacdo populacional que contribuam com dados robustos devem ser
estimulados para o direcionamento de pesquisas cientificas que atendam a demanda e a
necessidade observada na rotina clinica e a formulacdo de politicas publicas ativas que

promovam novas acdes e intervencdes necessarias ao controle da DM2 para 0s proximos anos.

5.2 ESTUDO DA AGREGACAO FAMILIAR PARA rs1801278: UM VARIANTE
ASSOCIADO A DM2.

A DM2 tem se tornado um problema de salde publica mundial devido a alta
prevaléncia na populacao e a perspectiva de aumento do nimero de novos casos ao longo dos
proximos anos (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2019).

A etiologia de DM2 é multifatorial com uma heterogeneidade de fatores
predisponentes em uma complexa interacdo entre genes, ambiente e fatores epigenéticos (HU;
JIA, 2018).

Quanto a hereditariedade, é inegavel a agregacdo familiar dessa condigédo, sendo
um importante fator a ser considerado na pratica médica. Estudos com gémeos indicam uma

taxa de concordancia maior entre os pares monozigoticos que em dizigoticos. Esses dados
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reforcam o papel significativo da base genética como fator de risco para a DM2 e explicam a
frequente agregacdo familiar observada nos individuos com a patologia (CRISPIM et al., 2006;
GLOYN; MCCARTHY, 2001; POULSEN et al., 1999).

A determinacdo do componente genético associado a hereditariedade, entretanto,
ndo é tarefa facil, pois o padréo poligénico de heranca resulta em classes fenotipicas que ora se
assemelham ao modelo mendeliano de heranga, ora se assemelham a padrdes que obedecem ao
modelo limiar ou de propensédo. Assim a hiperglicemia crénica, caracteristica da doenca, pode
ser desencadeada por combinacdo de variantes de poucos a muitos genes predisponentes,
dependendo obviamente da contribui¢do dos produtos de cada gene nas vias envolvidas com o
metabolismo da glicose e sinalizagdo da insulina (ALI, 2013; YONAMINE, 2017). Estudos de
associacdo em genoma completo (Genome-Wide Association Study — GWAS) identificaram
varios genes, cujos variantes conferem suscetibilidade para DM2, entre diferentes populagdes
étnicas ao redor do mundo, entre esses, alguns sdo genes que codificam proteinas envolvidas
na via de sinalizacdo da insulina(HU; JIA, 2018; KHAN et al., 2012).

O gene IRS1 codifica o substrato do receptor da insulina 1 (IRS-1), importante
proteina de ancoramento (docking protein) da via de sinaliza¢do da insulina que quando
fosforilado interage com a subunidade regulatéria p85 da enzima PI3K para a transducdo do
sinal insulinico (METZ; HOUGHTON, 2011). Em estudos preliminares sobre a funcdo do IRS-
1 na ac¢do da insulina, observou-se uma associa¢do funcional entre IRS-1 e o transportador de
glicose tipo 4 (GLUT-4) influenciando no transporte de glicose, principalmente em células
musculares (KANAI et al.,, 1993). Estudos posteriores corroboraram essa associacdo
destacando a relevancia desse substrato na transducédo do sinal insulinico (ARAKI et al., 1994;
ARAUJO, 2005; CESARETTI; KOHLMANN JUNIOR, 2006; GUAL; LE MARCHAND-
BRUSTEL; TANTI, 2005; SALTIEL; KAHN, 2001a).

Dados moleculares revelaram a presenca de variantes do gene IRS1em pessoas com
DM2 que podem afetar a expressao do gene ou a funcdo da proteina, induzindo a resisténcia a
insulina e aumentando o risco para DM2 (BURGUETE-GARCIA et al., 2010; ESPOSITO et
al., 2003; FENG et al., 2013; LI et al., 2016; MARTINEZ-GOMEZ et al., 2011; PRUDENTE
etal., 2018; RUNG et al., 2009; SZENDROEDI et al., 2014; VOIGHT et al., 2010).

Dentre os variantes geneéticos reportados no gene IRS1, destaca-se o rs1801278,
objeto da presente pesquisa. Esse variante, de relevante prevaléncia entre os diabéticos,
caracteriza-se por uma mutacdo missense, devido & substituicdo de uma glicina por uma
arginina na posi¢do 971da cadeia polipeptidica do substrato IRS-1 (G971R). Essa troca é
decorrente da mutacdo pontual c2911G>A da regido codificante do gene IRS1. A substituicdo

de um residuo de glicina por um residuo de arginina € significativa, uma vez que de fato a carga
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liquida é alterada, pois a glicina € uma aminoécido neutro e a arginina um aminoacido polar
basico (BURGUETE-GARCIA et al., 2010; Li et al., 2016). Informa-se que alguns autores se
referem a posicao de troca de glicina para arginina na posic¢ao 972, o que pode ser interpretado
como resultado de ajustes finos nos dados apresentados do projeto genoma humano.

A associagdo do variante rs1801278 a susceptibilidade a DM2 é reportada por
varios estudos em diferentes populagdes e com diferencas significativas em amostras caso-
controle, com maior frequéncia desse variante em pessoas com DM2 (BURGUETE-GARCIA
et al., 2010; FENG et al., 2013; SABRINA PRUDENTE, ELEONORA MORINI, LORELLA
MARSELLI et al., 2013). Expressiva associagédo desse variante ao risco de desenvolver a DM2
também é reportada em pesquisas de meta-analise (LI et al, 2016).

Hipdteses sobre a influéncia do variante rs1801278 na sinalizagdo da insulina
sugerem que esse variante reduz a fosforilacdo do substrato IRS-1 em residuos de tirosina que
flanqueiam a sequéncia variante, reduzindo a ativacao de PI3K e a transducdo do sinal a jusante,
cuja consequéncia final é a diminuicdo da translocacdo do GLUT-4 para a membrana
plasmatica (Figura 42). Esses dados indicam que esse variante contribui para a resisténcia a
insulina em pessoas que carregam pelo menos um alelo com essa mutacdo (ALMIND et al.,
1996; DE COSMO et al., 2013; HRIBAL et al., 2000; MCGETTRICK; FEENER; KAHN,
2005; PORZIO et al., 1999).

O padréo de heranca poligénica, proposto para a DM2, implica a contribuicdo de
varios genes na etiologia da doenca e a hipbtese da existéncia de poligenes assume que o valor
aditivo de cada gene é 0 mesmo e, portanto, o conjunto de alelos é o fator genético determinante.
Existem diversos genes que podem contribuir para o desenvolvimento da DM2, entretanto,
aparentemente existe certa hierarquia e o valor aditivo ndo seja 0 mesmo para todos e a mutagéo
em genes especificos parece preponderar sobre os demais. O variante rs1801278 exemplifica
bem essa proposicao. Os dados apresentados pela literatura sobre 0 mecanismo molecular do
variante rs1801278 mostram que 0 mesmo representa risco aumentado para a resisténcia a
insulina, principal fator fisioldgico determinante para a manifestacdo da DM2 (ALBEGALI et
al., 2019; DERAKHSHAN et al., 2015). O IRS-1 € o primeiro substrato citoplasmatico a ser
fosforilado na transducdo do sinal insulinico, € possivel que mutagbes que alterem sua
expressao, estrutura ou funcéo, tenham papel majoritario no fenotipo da RI e consequentemente
DM2, especialmente em individuos com mutagcdes em outros genes também relacionados a
doenga. As mutagdes nos demais genes, e 0 componente ambiental, podem ajudar a explicar a

heterogeneidade da cronologia de desenvolvimento e severidade da doenca.
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Figura 42: Modelo de transducéo do sinal insulinico via fosforilagdo do substrato IRS-1 selvagem e mutante:
(A) Funcionamento da via de sinalizacdo da insulina considerando o gene IRS1 sem a sequéncia variante
rs1801278 (selvagem). A expressdo do gene sintetiza o substrato IRS-1 cuja fosforilagdo transcorre normal. Ao
ser fosforilado pelo receptor da insulina, o substrato IRS-1 desencadeia a transduc&o do sinal insulinico a jusante,
ativando a translocacdo do transportador de glicose 4 (GLUT-4) para a membrana plasmaética, garantindo a entrada
de glicose para a célula e, portanto, o controle da glicemia. (B) Funcionamento da via de sinalizacdo da insulina
considerando o gene IRS1 com a sequéncia variante rs1801278 (mutante). Nesse caso, a expressao do gene produz
o0 substrato IRS-1 com alteracdo na fosforilacdo, afetando a transducédo do sinal insulinico a jusante. Devido a essa
condicdo, a translocacdo de GLUT-4 para a membrana plasmatica é diminuida, caracterizando a resisténcia a
insulina e desencadeando o acimulo de glicose plasmatica.

A INSULIN

INSULIN RECEPTOR

SUBSTRATE IRS1

Gene IR51

B INSULIN e @ e @ .. GLUCOSE ®
) ) L]
a2 2

INSULIN RECEPTOR

| -»é) -
SUBSTRATE IRS1

PI3K GLUT 4

Gene /RS1 /

/_ . I N




84

Os dados obtidos, na presente pesquisa, a partir da analise familiar reforcam que o
variante rs1801278 é relevante em estudos de agregacdo familiar e, ajudam a esclarecer o
porqué de a predisposicdo familiar ser um fator de risco importante para DM2. Assim,
familiares de portadores da DM2 devem ser alvos preferenciais de investigacao genética voltada
ao estudo genético preditivo. Identificado o potencial genético de risco no individuo, € possivel
intervir com agbes de prevencdo primaria e secundaria, buscando-se evitar as complicagdes
clinicas decorrentes da hiperglicemia crénica da DM2, favorecendo uma melhor qualidade para
o0s portadores, principalmente na terceira idade e ainda consequentemente reduzindo o impacto
dos altos custos aos sistemas de salde para o tratamento da doenca, comorbidades e suas
complicacdes (SARAIVA et al., 2016).

Um estudo de outros variantes associados a DM2 e resisténcia a insulina em cinco
loci no gene IRS1, na mesma populacéo de estudo da presente pesquisa, foi realizado por um
membro do grupo de pesquisa do laboratdério. Por meio do sequenciamento de Sanger e
validacdo por analise do High Resolution Melt (HRM), Rabelo (2019) identificou os SNPs
rs934167, rs1801123, rs7578326, rs2943640, rs2943641 em individuos da populacdo em
estudo. Esse trabalho reforca a importante associacdo do gene IRS1 no desencadeamento da
DM2, ja relatado na literatura.

Os resultados do presente estudo mostram a importancia do fator genético na
etiologia da DM2, cuja acédo é potencializada por outros fatores de risco tais como obesidade,
idade, dieta e sedentarismo (HU; JIA, 2018). Reforca ainda a necessidade de mais iniciativas
voltadas a coleta de dados genéticos visando preencher essa lacuna para a populagéo brasileira,
pois a alta miscigenacdo da populacdo associada a regionalizacdo de processos migratorios, e,
portanto, fluxo de genes, provavelmente estabeleceram um background genético heterogéneo
entre as populacbes das diferentes regides do pais. O dado genético além de robustecer a
epidemiologia de determinada doenca tem aplicabilidade imediata na localidade onde € gerado,
subsidiando tomadas de decisdo pela equipe médica visando a prevencdo, controle ou
tratamento paliativo. O incremento de dados moleculares sobre a genética da DM2 podera, em
médio e longo prazo, fornecer um painel de possiveis marcadores genéticos de risco para essa
doenca, o que facilitard a identificacdo precoce do potencial genético de individuos com
historico familiar.

Nesse contexto, esse é o primeiro trabalho que reporta dados genéticos na cidade
de Manaus, que concentra 52% da populacdo do Amazonas, Estado da Regido Norte do Brasil,
onde houve uma forte influéncia da imigracdo europeia, principalmente portuguesa
(BENCHIMOL, 1999; MONTEIRO, 2002). Estudos de Marcadores informativos para
ancestralidade (Ancestry Informative Markers - AIM) mostram que a estimativa de



85

ancestralidade europeia em Manaus é de 0.459, em comparagdo a 0.163 para ancestralidade
africana e 0.378 para ancestralidade de americanos nativos, relevando-se que a imigragéo de
povos europeus foi um evento importante para composicao genética da populacdo brasileira
(SALOUM DE NEVES MANTA et al., 2013).

Nossos resultados corroboram os dados disponiveis na plataforma Ensembl genome
browser (http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Population) (HUNT et al., 2018)
sobre o variante rs1801278, cuja frequéncia é elevada na Europa o que sustenta a imigracédo
como um fator importante de fluxo génico para a populacéo do Estado e provavelmente para a
populacdo brasileira (Figura 43). No entanto, € preciso destacar-se que diferentes regies
brasileiras receberam diferentes imigrantes europeus. A regido Sul do Brasil, por exemplo, teve
forte imigracdo de italianos, espanhdis e aleméaes, enquanto a Regido Sudeste recebeu também
col6nias de imigrantes japoneses. Essa visivel miscigenacéo diferencia o pais ndo sé em relagédo
a cultura e costumes, mas também quanto a distribuicdo dos genes e seus variantes nos
diferentes territérios. Essa compreensdo é relevante e reforca a importancia do estudo genético
populacional no Brasil, a fim de caracterizar o “pool” génico e a heranga de diferentes mutagdes
gue podem ter uma frequéncia elevada em algumas regibes e baixa ou até nula em outras

regides, devido as correntes migratorias.

Figura 43: Mapa geogréfico do Brasil e da Europa ilustrando a imigracdo da regido norte do Brasil, com
predominancia da populagdo portuguesa. Dados obtidos a partir da plataforma Ensemble Home mostram a
maior frequéncia do variante rs1801278 na Europa (EUR).
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Os dados apresentados na presente pesquisa justificam a necessidade de mais
esforgos concentrados em estudos genéticos da via de transducao do sinal insulinico a fim de
se estabelecer um painel de risco genético contendo todos 0s genes e suas reais contribuicdes
na patogénese multifatorial da DM2.

Considerando o impacto potencial dessa doenga para as proximas geracoes, €
preciso reconhecer que apenas as politicas pablicas atualmente adotadas séo insuficientes para
deter o avanco da sindrome diabética, o que torna imprescindivel um esforgo conjunto de
pesquisadores e equipes de salde para as medidas diagndsticas, preventivas, de tratamento e
orientacdo. A identificacdo de marcadores moleculares relevantes para DM2 é uma alternativa
viavel que favorece a identificacdo precoce de diabéticos em potencial e permite implementacdo
de medidas re-educativas e/ou de prevencao que podem retardar o aparecimento da doenca ou
mitigar seus efeitos, conferindo melhor qualidade de vida a seu portador. Assim, o painel de

risco genético sera um importante aliado da medicina preventiva no combate a DM2.

5.3 E’STUDO DO IMPACTO DO VARIANTE rs1801278 NA TRANSDUC}AO DO SINAL
INSULINICO.

A comunicacao entre células ocorre a partir de sinais bioldgicos que em conjunto
desencadeiam a sinalizagdo celular. Moléculas sinalizadoras, como os horménios, ligam-se a
receptores de membrana celular em células-alvo e pelo processo de transducdo de sinal a
moléculas sinalizadoras intracelulares a jusante desencadeiam uma resposta celular importante
para a fisiologia normal do organismo. A transducdo de sinal ocorre principalmente por meio
de processos de fosforilagdo das proteinas que compdem uma cascata de sinalizagdo celular
(JORGENSEN, C.; LINDING, 2008).

A transferéncia de grupos fosfatos de ATP para proteinas que participam do
processo de transducéo de sinal celular é catalisada por enzimas quinases e ocorre na hidroxila
das cadeias laterais dos aminodcidos serina, treonina e tirosina. A fosforilagdo funciona como
um modulador positivo ou negativo, isto €, ativando ou inibindo temporariamente a atividade
de proteinas de uma cadeia de sinalizagdo (SILVA et al., 2009).

A sinalizagdo da insulina é uma via de transducdo de sinal, fortemente regulada,
importante para a homeostase da glicose. Qualquer alteracdo na via contribui para o quadro de
resisténcia a insulina, cuja persisténcia desencadeia a hiperglicemia cronica, principal
manifestacdo clinica da DM2 (BOURA-HALFON; ZICK, 2009). Sobre essa via, sabe-se que
a expressao do substrato IRS-1 é acentuadamente reduzida no estado de resisténcia a insulina
(PEDERSON; KRAMER; RONDINONE, 2001). Defeitos na fosforilacao desse substrato estdo

relacionados a essa reducao e, portanto, desregulacdo da transducéo da sinalizacdo da insulina
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(BOURA-HALFON; ZICK, 2009; COPPS; WHITE, 2012; PAZ et al., 1997b; TANIGUCHI;
EMANUELLI; KAHN, 2006).

Para verificar o impacto do variante rs1801278 no funcionamento do substrato IRS-
1 e na transducdo do sinal insulinico, a presente pesquisa comparou a interacdo molecular entre
0 substrato IRS-1 mutante e selvagem com PI3K e analisou o padrdo de fosforilagdo em
peptideos IRS-1 mutante e selvagem. Os resultados mostraram que ha uma menor interagéo do
substrato IRS-1 mutante com o PI3K e maior fosforilacdo no peptideo IRS-1 mutante. A analise
da fosforilacdo in silico do substrato IRS-1 mutante confirmou um sitio de fosforilacdo no
residuo de Ser®” para a proteina quinase A (PKA), simulado na modelagem molecular, ndo
observado no substrato IRS-1 selvagem, o que explica a maior fosforilacdo observada no
substrato mutante.

Experimentos mostram que o aumento da fosforilacdo em residuos de serina do
substrato IRS-1 afeta a transducdo do sinal, pois pode degradar o substrato ou impedir sua
fosforilacdo em residuos de tirosina pelo receptor da insulina interrompendo pelo menos trés
interacdes de IRS-1: com a membrana plasmatica, com o receptor de insulina ou com efetores
a jusante, como o PI3K. (BOURA-HALFON et al., 2007; BOURA-HALFON; ZICK, 2009;
PAZ et al., 1997a; TANTI et al., 1994). A fosforilacdo em residuos de tirosina € bloqueada ou
reduzida quando ocorre a fosforilagdo em residuos de serina adjacentes, o que potencialmente
impede o reconhecimento dos sitios YMXM e YXXM pelas moléculas com dominio SH2 a
jusante do substrato IRS-1, como o PI3K (BOURA-HALFON; ZICK, 2009; SOMMERFELD
et al., 2004; VIRKAMAKI et al., 1999).

A Ser®"* esta localizada na regido da cauda terminal (dominio ndo PTB) do substrato
IRS-1 que contém também varios residuos de tirosina. Regides adjacentes a posi¢do 971 e 974,
mostram trés sitios de reconhecimento (YMXM e YXXM?*) para a ligacdo da subunidade p85
da PI3K (figura 44). Portanto, a troca do aminoacido glicina por alanina, consequéncia do
variante rs1801278 no gene IRS1, gera desequilibrio na fosforilagdo dos residuos de
amino&cidos envolvidos e reduz o reconhecimento e interagdo do complexo IRS-1 e PI3K,
prejudicando a transducdo do sinal insulinico e desencadeando a resisténcia a insulina (figura
45) (ALMIND et al., 1996; MOTHE; OBBERGHEN, 1996; VIRKAMAKI et al., 1999).

11'Y — tirosina; M — metionina; X — qualquer aminoacido.



Figura 44: Parte da sequéncia de aminoacidos do substrato IRS-1. (A) Substrato IRS-1 selvagem, onde
observa-se o residuo de glicina (G) na posicao 971 (vermelho) e o residuo de serina (S) na posicdo 974
(lilds). Adjacentes a serina e glicina, observa-se sitios de reconhecimento (YMXM e YXXM¥*) (em verde)
para moléculas com dominio SH2 que quando fosforilados em residuos de tirosina () permitem a interagao
entre IRS-1 e PI3K. (B) No substrato IRS-1 mutante, a glicina (G) é substituida por arginina (R) na posicédo
971. Observou-se que no IRS-1 mutante ha aumento de fosforilagdo em serina. Segundo a literatura, a
fosforilagdo em residuos de tirosina (YY) é bloqueada ou reduzida quando ocorre a fosforilagdo em residuos
de serina adjacentes. Por isso, no IRS-1 mutante, a PI3K, molécula que contém dominio SH2, ndo reconhece
IRS-1 e transducdo do sinal da insulina é bloqueado.

A 971 974

.. . SDOSGYLSGPVAFHSSPSVRCPSQLQPAPREEETGTEEFMEMDLGPGRRAAWQESTGVEMGRLGPAPPJAABICR

PTRAVPSSRGDEMEMOMSCPROSYVDTSPAAPV SEAPMRTGIAAEEVSLPRATMAAASSSSAASASPTGPQGAAE. . .

B 971 974
% |
.. .SDQSGYLSGPVAFHSSPSVRCPSQLQPAPREEETGTEEFMRMDLGPGRRARAWQESTGVEMGRLGPAPPRAREICR

PTRAVPSSRGDEMEMOMSCPRQSYVDTSPAAPVSEADMRTGIAAEEVSLPRATMAAASSSSAASASPTGPOGAAE . . .

*YMXM, onde Y - tirosina, M — Metionina, X — qualquer aminoacido.
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Figura 45: Modelo sobre o impacto da transducéao do sinal insulinico devido o desequilibrio na fosforilacdo
do substrato IRS-1 selvagem e mutante: (A) Funcionamento da via de sinalizacdo com o substrato IRS-1
selvagem (971G). Nao ha aumento de fosforilagdo para o substrato IRS-1 selvagem e a transducdo do sinal da
insulina desencadeia a translocacdo de GLUT 4 para a membrana plasmatica, havendo a entrada de glicose e
controle da glicemia plasmatica. (B) Funcionamento da via de sinalizagdo da insulina com o substrato IRS-1
mutante (971R). Ha aumento da fosforilagdo em serina (974S), desencadeando prejuizos para a transducéo do
sinal da insulina, contribuindo para o desencadeamento da resisténcia a insulina e aumento da glicemia plasmatica.
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Um experimento com culturas de adipdcitos tratadas com altas taxas de insulina
mostrou que a hipersulinemia induziu a fosforilagcéo de serina e treonina do substrato IRS-1,
degradando esse substrato, impedindo a transducdo do sinal insulinico e reduzindo a sintese de
GLUT-4 (PEDERSON; KRAMER; RONDINONE, 2001). Em outro experimento, a
eliminacdo de um dominio rico em residuos de serina e treonina proximo ao dominio PTB do
substrato IRS-1 evitou a degradacdo do substrato, mesmo em condi¢Ges de hipersulinemia
(BOURA-HALFON et al., 2007).

Ao longo da cadeia de aminoacidos do substrato IRS-1, existe mais de 70 residuos
de serina com potencial para fosforilacdo (TANIGUCHI; EMANUELLI; KAHN, 2006). Cabe
aos pesquisadores a definicdo de quais desses residuos estdo envolvidos na capacidade de
funcionamento do substrato na via de sinalizacdo da insulina (COPPS; WHITE, 2012;
SOMMERFELD et al, 2004).

Visando avaliar a fosforilacdo do substrato IRS-1 em células musculares, foram
criados camundongos transgénicos mutantes para IRS-1, com substituicdo de trés residuos de
serina (Ser®®, Ser®®’ Ser®'?) por alanina e comparados com camundongos selvagem. Os
camundongos transgénicos apresentaram melhor toleréncia a glicose, aléem de aumento da
fosforilacéo da tirosina do IRS-1 e ligagdo ao p85 de PI3K em resposta a insulina (MORINO;
NESCHEN; BILZ, 2008).

Observou-se também que a hipersulinemia eleva a fosforilagdo na Ser®® do
substrato IRS-1, localizada préximo ao dominio PTB, o que presumivelmente afeta a interacédo
do IRS-1 com o receptor de insulina (MOESCHEL et al., 2004). Ainda, em resposta a processos
inflamatérios, algumas quinases podem fosforilar serinas, como a Ser®* localizada dentro de
sitios do dominio PH do substrato IRS-1, gerando uma situacao critica para a interagdo do
complexo IRS-1 e receptor de insulina (BOURA-HALFON; ZICK, 2009; KIM et al., 2005).
Em um estudo com células musculares de pessoas com DM2, observou-se maior fosforilacéo
da Ser®® do substrato IRS-1 com reducdo da ativacio de PI3K (BOUZAKRI et al., 2003).

Uma abordagem in vitro para identificar locais de fosforilacdo da proteina quinase
C ¢ no substrato IRS-1 e suas implica¢des funcionais verificou que a fosforilagdo nos residuos
de Ser?%® e Ser®"° reduz a fosforilagdo em residuos de tirosina no substrato IRS-1 pelo receptor
da insulina. Esses residuos de serinas ficam adjacentes a seis dominios de ligacdo PI3K e, por
isso, observou-se tambeém a néo intera¢do quase completa do substrato IRS-1 ao dominio p85
da PI3K (SOMMERFELD ET AL, 2004).

Sendo a DM2 de herancga genética poligénica, a aplicagdo do sequenciamento do
exoma é uma estratégia interessante para melhor compreensdo de doencas que envolvem

maltiplos genes. A analise do exoma do individuo P12, portador do variante rs1801278, revelou
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que esse individuo possui seis SNVs em diferentes genes relacionados a sinalizagao da insulina.
Entretanto, segundo a analise com as ferramentas PolyPhen-2 e SIFT somente o variante
rs1801278 possui impacto prejudicial na estabilidade e funcionamento do seu respectivo
produto génico, o substrato IRS-1 (figura 46). Essa andlise, reforca a importancia do rs1801278
em desestabilizar o funcionamento da via de sinalizac¢do da insulina, diminuindo a captacéo da
glicose e desencadeando o quadro de hipersulinemia e posteriormente a resisténcia a insulina,
uma das principais causas da DM2.

Embora mecanismos adicionais como fatores ambientais e outros genes
contribuam, os resultados sobre a interacdo molecular do IRS-1 mutante e PI3K e fosforilagdo
do substrato IRS-1 mutante apresentados nessa pesquisa conexos a literatura cientifica mostram
claramente o impacto do variante rs1801278 e seu papel significativo na patogénese da
resisténcia a insulina em humanos. Diante dos resultados obtidos, ressalta-se a importancia da
extensdo de pesquisas com esse variante em termos populacionais a fim de maior conhecimento
da frequéncia desse na populagdo amazonense e brasileira.

A regulacdo ineficiente da sinalizacdo insulinica é um fator critico no
desenvolvimento da resisténcia a insulina e desencadeamento da diabetes. Em uma anélise de
seis variaveis em pessoas com diagnostico recente de diabetes, observou-se um grupo (cluster
3) com grave resisténcia a insulina e alto IMC. Em particular, esses individuos tiveram um risco
significativamente maior de doenca renal diabética em comparacdo a individuos de outros
grupos. Os autores ressaltam em seus resultados que o tratamento medicamentoso desse grupo
ndo diferia dos individuos de outro grupo com menor risco de complicages clinica (cluster 4 e
5). Esses dados apontam para a necessidade de uma classificacdo para diabetes mais refinada,
visando-se direcionar um tratamento adequado para a etiologia da diabetes do paciente.
(AHLQVIST et al., 2018).

Para que no futuro isso seja possivel, pesquisas devem reforcar o conhecimento
sobre a resisténcia a insulina, especialmente no dominio de analise de genes relacionados a
sinalizacdo da insulina. Além disso, uma melhor compreensdo deste processo fisiopatologico
pode levar ao desenvolvimento de perfis genéticos em individuos assintomaticos para a
implementacdo de acbes que visem o controle da glicemia e novas terapias e alvos
medicamentosos para o tratamento da resisténcia a insulina e Diabetes Tipo 2 (BOUZAKRI et
al, 2003; COPPS AND WHITE, 2014). Para uma doenca com alta estimativa, & importante
refletir que a medicina curativa/terapéutica ndo é mais suficiente e admitir que a medicina
preventiva é a melhor oportunidade para evitar que as estimativas atuais, sobre a diabetes,

tornem-se uma realidade para as proximas geragoes.
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6 CONCLUSOES

e A amostra composta de pessoas com Diabetes Mellitus tipo 2 teve maior prevaléncia
do sexo feminino, média de idade de 61,11 + 14,573 e faixa etaria predominante de
65 a 74 anos de idade. Observou-se elevada frequéncia de hipertenséo arterial,
complicacBes oftalmoldgicas, sobrepeso, obesidade e agregacédo familiar.

e Quanto as varidveis comportamentais, observou-se 0 uso do tabaco e consumo de
bebidas alcoolicas em algum momento da vida e baixa pratica de atividade fisica
regular.

e Houve associacdo estatistica significativa entre as varidveis: tempo de diagnostico e
complicac@es clinicas, dislipidemia e mais de uma complicacdo clinica, IMC e
complicacdes oftalmoldgicas e IMC e mais de uma complicacao clinica.

e O variante rs1801278 (c.2911G>A; p.Gly971Arg), identificado na amostra da
presente pesquisa, foi confirmado com a técnica de PCR-RFLP com uso da enzima
de restricdo Smal. Esse método de identificacdo se mostrou uma alternativa viavel
para a identificacdo do variante em estudo.

e Identificou-se o variante rs1801278 em individuos sintomaticos e assintomaticos de
quatro geracdes de uma familia, relevando-se a importancia desse em estudos de
agregacdo familiar, testes preditivos e aconselhamento genético.

e A analise do exoma mostrou seis variantes ndo sindbnimas em genes associados a via
de sinalizagdo da insulina, no entanto, programas de predicdo de variantes
mostraram que somente rs1801278 é prejudicial ao funcionamento da via.
Considerando que existem multiplos genes envolvidos no desencadeamento da
resisténcia a insulina, o variante estudado no gene IRS1 apresenta-se com um valor
aditivo importante no desencadeamento dessa condigéo.

e Ensaios de modelagem e ancoramento molecular mostram baixa interacdo do
complexo IRS-1 mutante (Arg®’t) fosforilado na Ser®’# e dominio SH2 de PI3K.

e Testes de fosforilagdo in silico e in vitro revelaram o aumento da fosforilagdo em
serina (Ser®”*) no substrato IRS-1 mutante (Arg®™).

e O estudo do variante rs1801278 confirma a associa¢do de risco do rs1801278 a
resisténcia a insulina e DM2, visto que influencia no aumento da fosforilagdo do
substrato IRS-1 interferindo na formagéo do complexo IRS-1/PI13K prejudicando o

sinal da transdugdo do sinal insulinico.
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imediatos ou tardios decorrentes da pamicipacdo no esmudo, pelo tempo que for necessario. Tambem &
parsniindo indsnizscdo e ressarcimento disnte de evenmais danos decorrentss da pesquiza.

mmﬂlﬂm
Para qualguer ouTa imformagio ofz) So{a) podesa enfrar em contate com 4 pesquisadora ou com o
CERTFAM:

PESQUISATMDIREA RESPONSAVEL COMITE DE ETICA EM PESQUISA -
Nome: Lucivans Prata de Souzs Mourao CERTUFAM

Telefone: 281200258 Telefone: (92) 3305-1181 Famal 2004,

E-mail: lpsouzs@ues edn br E-mail: cepjdnfam edn br | cep ufhmidsmail com
Endereco: Av. Carvalho Leal 1777 Escola | Endereco: BEns Teresina, 4935, Adrianopolis
Superior de Ciéncias da Sands, UEA Manaws A% Manans AN — CEP: 8057-070

- CEP: 690685001 Escola de Enfermagem de Manms - Sala 07

CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO
=obre o que o pesquizador quer Sazer e porque precisa ds minhs colaboragio 2 entendi 3 explicacio.

Por =0, en concordo em participar do projeto, de forms suténoma, conscients, livre & asclanacida,
sabendo que nio vou ganhar nads & gque posso sair gquando quiser, em qualguer fase da pesquisa, gue nAEo
havers nenhum tipo de prejuzo, seja peszoal on em relacio a0 atendimento na unidsde de sande.

Ainda declaro que eston ciente & de acordo que frei participar dessa pesquisa straves de entrevists pars
o forpecimento de dados e informagdes pertinentes 20 projeto de pesquisa @ pelo forpecimento das minhas
amostras bioldgicas (sanrus venoso).

Tambem declare esta ciente e de acordo gque als) minha(s) amostra(s) serio descartadas logo apos o
termine desse projeto, que esta previsto para agosto de 2018 e que os dados resultantes desse esado serao
divulgados, mas 3 minhs identidade sera mantids em sigile durante & depols a execugio desse projeto.

Este documento & emitido em duas vias que serdo ambas sssinadss por mim e peloe pesquisador,
ficando uma via com cada um de nos.

Dhata:
ou
: : . — fpressio do
Aszzimanma do Pesquisador Essporsavel Assimatira do paciente participante dedo polegar do
0 membro da equipe de pesquisa pardcipamte

Fagina: 272
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APENDICE B — Instrumento para a obtenco de dados dos participantes da Pesquisa.

PROJETO DE PESQUISA: Investizacao de polimorfismo de genes envolvidos na resistencia periferica 3
insulina como fator de risco para o Diabetes Mellitus Tipo 2.

EQUIPE DO PROJETD
Me. Lucivana Mourio, Dr. Adolfo Mota, Mestranda Marjory Ximenes, Académico Ricardo Lyra

Critério de Indusdo: Indiwiducs previamente disgnosticados como portador de Diabetes Mellitus tipo 2 ou
gue apresantarem condigbes de risool que justifique o rastreamento do DM2 & que acsitarem participar

da pesguisa, de forma consentida e esclarecida.

Nome:

mMumero de identificacdo:

1.Sexoc| JF | Im
2. Idade atual:
3. Nivel de escolaridade:

[ ] Ensino Fundamental iIncompleto
[ ] Ensino Fundamental Completo

[ ] nivel Médio incompleto

[ ] Nivel Médio Completo

[ ] Nivel Supericr Incompleto

[ ] Mivel Supericr Completa

[ ] Pos graduagao

4. Coupacao:
Se aposentado, qual a ocupagio anterior?

5. Paso: Altura:
&. Circunferéncia abdeminal:

7. Ha quanto tempo vocd tem o diagndstico de
diabetes?

E. APRESENTA:

- Hipertensio?
[ 1| JNAD

- Dislipidemia?
[ )5 | ImMED

- complicagbes oftalmoldgicas?
[ 1smM{ JMED

- complicagbes cardiacas?
[ ]sma[ ) MNAD

- amputacdes relacionadas?
[ 15| ) NAD

- complicagbes renais?
[ ]sma[ ) MNAD

- scidente vascular encefalico?

[ }sim[ JMAD

4. Voce fez/faz uso de fuma?

[ }5IM, masndofumo hd ____ anos
[ }5IM, com que frequéncia?

[ Imio

10. Vocé faz uso de alcool?

[ )5, masnicbebo ha ___ anos
[ }5IM, com que frequancia?

[ Inio

11. Realiza tratamento com medicamentos
orais? { })siM [ ) NAD

12. 5e sim, qual(is) o{s) medicamento(s)?

13. Realiza tratamento com insulina? [tempo)
[ }sim | )MAD

14. com que frequéncia vocé come vegetais,
frutas ou leguminosas?

[ ) Todos os dias

[ ) mMEo todos os dias

15. Vocé realiza stividade fisica diariamente por
pelo menos 30 minutos?
[ }siM | }MAD

16. Voré apresentou glicemia elevada antes do
diagndstico da diabetes [exame de sangue,
durante uma doenga ou gravidez)?

[ })sM | JMAD

17. Possui membros na familia com diagnostico
para diabetes tipo 27

[ Imio

[ }5IM—AVOS, TIOS, PRIMOS

[} 5IM—PaIS, IRMAD, FILHO

DATA DA COLETA DE DADDS: ! S

Universidade Federal do Amazonas
Universidade do Estado do Amazonas
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APENDICE C — Artigos

- PUBLICADO

MOURAO, L.P.S et al. Type 2 Diabetes Mellitus: comorbidities, clinical complications and
behavioral variables in an amazonas sample. Diabetology & Metabolic Syndrome, v. 11, n.
1, p. 266, 2019.

- EM FASE FINAL DE CORRECAO

Lucivana Prata de Souza Mourdo, Marjory Ximenes Rabelo, Spartaco Astolfi Filho, Adolfo
José da Mota. FAMILIAL AGGREGATION STUDY FOR rs1801278: A SNP
ASSOCIATED TO TYPE 2 DIABETES.

ABSTRACT:

Type 2 diabetes (T2D) is the most frequente type of diabetes. It is a chronic disease
characterized by hyperglycemia and multifactorial inheritance pattern. The impact on public
health is an emerging problem. Insulin resistance (IR) is the main metabolic disorder capable
of predicting the chance of development of T2D. IR is a pathological condition that results from
an insufficient response of target cells from peripheral tissues to normal levels of circulating
insulin. The insulin signaling involves several membrane and cytoplasmic proteins, as the
substrate of insulin receptor 1 (IRS1). Studies have correlated single-base polymorphisms
(SNPs) in the IRS1 gene to the increased risk of T2D triggering, among them polymorphism
rs1801278. The present study evaluated the inheritance of rs1801278 polymorphism in four
generations of a family with clinically diagnosed T2D cases. DNA was extracted from the
peripheral venous blood and the exon 1 from IRS1 gene was amplified by PCR. The amplicons
were sequenced and analyzed. We selected a person with T2D and polymorphism rs1801278,
as proband. For the family aggregation study, seven members of the proband family in four
generations, with or without T2D, were included. The occurrence of rs1801278 polymorphism
was confirmed by PCR/RFLP. Five people harbor the polymorphism, four of whom did not
present the clinical picture of T2D so far. The inheritance of the SNP under study was observed
in the four generations. Models on the molecular mechanism of rs1801278 polymorphism and
its consequence on insulin signaling suggest that this variant reduces phosphorylation of the
IRS1 substrate on tyrosine. The data obtained in the present study from the family analysis
reinforce that the polymorphism rs1801278 is relevant in studies of family aggregation and help
to clarify why family predisposition is an important risk factor for T2D.

KEY-WORDS: SNP, IRS1, INSULIN RESISTANCE, PCR/RFLP, INSULIN SIGNALING

- EM ELABORACAO

Lucivana Prata de Souza Mourdo, Marcos Pessoa, Adolfo José da Mota. IMPACTO DO SNP
rs1801278 NA TRANSDUQAO DO SINAL INSULINICO.
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APENDICE D — Apresentacio em congressos

1. LYRAJUNIOR, R. C.; Mourdo, L. P. S.; MOTA, A.J.; RABELO, M. X. Validacéo de
iniciadores e otimizacdo da PCR para estudo do gene IRS1 de humanos. In: XXX
Congresso Brasileiro de Genética Médica, 2018, Rio de Janeiro.

2. MOURAO, L. P. S.; RABELO, M. X., SANTOS, C.S.; LYRA JUNIOR, R. C;
OLIVEIRA, K. C.; FIGUEIREDO, L. P. G.; MOTA, A. J. Type 2 Diabetes Mellitus:
comorbidities, clinical complications and behavioral variables in an Amazonas sample.
In: XXII Congresso da Sociedade Brasileira de Diabetes, 2019, Natal.
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APENDICE E - Orientaco de iniciagéo cientifica, trabalho de conclusio de curso e apoio em
orientagéo de mestrado.

- Iniciacdo Cientifica

Camila Soares Santos. Levantamento dos fatores socioambientais de risco e de suscetibilidade
para Diabetes Mellitus Tipo 2 em uma amostra na cidade de Manaus. Programa de Apoio a
Iniciacdo Cientifica (PAIC). Universidade do Estado do Amazonas.

- Trabalho de Concluséo de Curso

Ricardo Cordeiro Lyra Junior. Validacdo de iniciadores e otimizacdo da PCR para estudo do
gene IRS1 de humanos. 2018. Trabalho de Conclusdo de Curso. (Graduagdo em Ciéncias
Bioldgicas) - Universidade do Estado do Amazonas. Orientador: Lucivana Prata de Souza
Mourdo.

- Apoio em orientacdo de mestrado

Marjory Ximenes Rabelo. Analise de variantes do gene IRS1 em pessoas com Diabetes
Mellitus Tipo 2. 2019. Dissertacdo. Mestrado em Biotecnologia e Recursos Naturais da
Amazonia. Universidade do Estado do Amazonas, UEA. Orientador: Spartaco Astolfi Filho.
Coorientador: Adolfo José da Mota.
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9 ANEXO
ANEXO A — Autorizacdo da Secretaria Municipal de Saiude — SEMSA

Av. Mario Ypiranga, 1895 - Adriandpolls -

ﬁ PREFEITURA DE SO S o o s
k‘ j MANAUS Semsa.manaus.am.gov.br

Autorizagio para Pesquisa n® 41/2016 - GESAU/SEMSA

Manaus, 19 de dezembro de 2016,

AUTORIZACAO PARA REALIZACAO DA PESQUISA NA SEMSA

Declaramos para os devidos fins que a Geréncia de Gestdo da Educagio na Satde - GESAU autoriza a
realizagio no dmbito da Secretaria Municipal de Saude — SEMSA da seguinte pesquisa:

TITULO: PERFIL BIOQUIMICO E ANALISE DO POLIMORFISMO NOS GENES IRS1 E IRS2
ENVOLVIDOS NA RESISTENCIA A INSULINA EM INDIVIDUOS COM DIABETES MELLITUS TIPO 2
EM MANAUS,

PESQUISADOR RESPONSAVEL: LUCIVANA PRATA DE SOUZA MOURAO

PROFESSOR ORIENTADOR: ADOLFO JOSE DA MOTA

INSTITUICAO DE ENSINO: UNIVERSIDADE DO ESTADO DO AMAZONAS - UEA

PERIODO DE REALIZAGAO: 01/02/2017 & 31/07/201¢

LOCAL DA PESQUISA: Paoliclinica Dr. Raimundo Franco de S&,

informamos que o pesguisador responsavel apresentou 0 parecer ético consubstanciado
(anudncial emitido por um Comité de Etica em Pesquisa - CEP assegurando que os resultadas obtidos

serdo tratados conforme prevé a Resolugio CNS 466/2012 e suas complementares; € 0s objetivos e a

meatodologia para seu desenvolvimento ndo irdc interferir no fluxo normal da Instituigdo; ndo serdo
utifizados Insumos da SEMSA (recursos humanos, material de expediente etc.); nem gerardo dnus
para a Secretaria.

Salientamaos que esta autorizagdo foi deferida pelo Departamento de Redes de Aten¢do - DRA
& voluntaria, podendo a qualquer momento ser solicitado esclarecimentos sobre a pesquisa que estd
sendo desenvolvida ou até mesmo ser revogada. A mesma corresponde ao projeto basico
encaminhado previamente 30 gestor do Local da Pesquisa pela Geréncia de Gestdo da Educaglo na
Saude,

Enfatizamos que o PESQUISADOR RESPONSAVEL SE COMPROMETE em apresentar copia deste
documento ao gestor do Local da Pesquisa,

Dessa forma, solicitamos que a realizacic da pesquisa seja acompanhada assegurando o bem-

estar dos participantes e pesquisadores.

<. 02
g {ol s
CJ
dacacie m Sobde
e SEMSA
ADEMARINA C. J. PISTILLI
Geréncia de Gestdo da Educacdo na Salde
Departamento de Gestdo do Trabalho e Educacio

%1?‘.3% GUO9GCASMR A4S IR
LUCIVANA D MOURAO CPF DATA

Pesquisador (a) Responsivel
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ANEXO B — Parecer de aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal
do Amazonas.

LUNINERSIDADE FEDERAL DO
AMAZONAS - UFAM

PARECER CONSUBSTANCIADD DD CEP

Da0S O PROJETD DE PESGILNSA

Tiiulo da Pesquisa: PERFIL BEIOQUIMICO E ANALISE DO POLIMORFISMO MOS GEMES IRS1 E IRS2
EMWVOLWIDCS MA RESISTEMCIA A INSULIMA EM INDIVIDUCSS COM DIABETES
MELLITUS TIPO 2 EM MAMALLS,

Peequisador: Lucvana Mowrao

Area Tematca: Genétca Humana:
(Traia-es de pesmuisa enmvolfvando Gendlca HUmMara gus nao necsssita de analkss
&dca por parte da CONER)]

Versdo 2

CAAF: 50172416.5.0000.5000

Inatthulgss Proponants: UNMNNERSIDADE D ESTADD D AMATOMAS

Pairodnador Principal: Uinlvessidade Federal do Amazonas - UIFAM

Da0E DO PARECER

Numaro do Parecer: 1.5539.311

Apresentagao do Projsto:

Tratz-se ge resposta do projeto apresentado por Luchiana Mour3o, douboranda no Programa de Pos-
Graouagdo em Blodvessidace & Biotecnologla - REDE BIOMORTE, Universidace Federal 0o Amazonas. O
projeto fol classificado na Grange Area 2. Ciéncias Blologicas e na Area Temabica Especial Genetica
Humana: (Trata-6 de pasquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessia de andise &ka por parte
da COMEF;).

Obijsthve & Pasquisa:

Objettvo Primano:

Detectar Indhiduos que apresertem condigies de nsco que |ustficam o rastreamento do Diabates Melltus
tipo 2, tals como hiperglicemia, dislipidemias, excasso g8 peso, enire outrs @ analisar o pollmomMsma nos
genes RS e IRS2 envolvidos na reslsténcla 2 Insulina em Individuos com Diabeles Melllhus Tipo 2 em
Manaus.

Objetivo Secundancc

Caracterizar o perfl clinlco e conhecer possivels fabores amblentals predisponeniss em paclenies com
Diabetes Mells Tipn 2

Efrdiategn. Hus [ermsss 255

HBairen: Sdrmndools CEPF. 05700
UF: 56 Munksipln:  MERALES
TwbPorsn:  ir | 2oass L 50 Fam:  [ECIP3305-37100 E-malll corufemedu br

RS L1 O L8



UNINERSIDADE FEDERAL DO
AMAZOMNAS - UFAM

Ralacionar a existancia de pollmorfismos de base Onlca ou outros tipes de mutagdes nos genas IRS &
IRS2, que comprometam 3 Sxpressdo desses genes.

Avallazio dos Rlscos & Beneficios:

Mesta resposta, a pesquisadion atualzou a redagio de H5C0S O projetd Complet;

O M5c0s que Envaivem oor, Tormagao Nematomas, PUnao em Iocal BTato Sefd0 MROURass oU 2vitados
peia execudo cometa oos procadimentos de coleta, que sampre sera reailzaca por profissional capasitado,
que Tar fodoe 05 procedmentos com multa cautela e seguindo-se cometaments fodas as etapas. Os riscos
relacionados 3 agquisicao de Infizcgdo no momenio da coleta serdo evitados pela cometa assep sla do oo,
que s2ra reallzago wlizando-s2 efanod ou ksopropanal @ T0%. As sliuagles consirangedoras serdo
mirimizadas atraves oe onentagdes que visem tranquillzar o paciems. Garantmos que D008 05 S2US 13005
M2 seran maniidos em siglo & nenhuma publicagao decomente do projefo t2rd sua Mentfcagdo, Pam
garantir o siglio, o5 dados oblidos por questionario, assim como e6te docwmentin, serdn guardados em
FMMAND Com Cchave, COm 3C2E50 ENCUEV0 Dela pesquisanora rasponsavel pelo projeta, & 35 amosTas
baoidgicas Idenificadas por um codlgo NUMENco.

Comantaros & Conslderagies =0bre 3 Pasquizsa;

0% pacientss Inciuidos na pesquisa serdo avallados 3 partr de questionanas simples para anamness &
fatores predisponentas associados a DM, tals como: IMC, pahoioglas assocladas, usD de medicamentos
para confrole da patologla, athddadies flslcas @ reeominga na familla Os dados obfdos serdo anallsados a
partlr da estatisica descitha

A amosTa prevista & de 200 parfdpantes, ser composta por Indviduos previamente diagnosticados com
Diainetes Melltus tipo 2 (D21 Os individucs 52630 rRentacos pela meglea endocrinpiogista KETTYUSCIA
DOLIVEIRA [CRM — AM 4030} gue atende na POLICLIMICA RAIMUNDO FRAMCD DE SA, na cdade de
hanaus.

A coieta de matenal dos Indlviduos paricipaniss & 3 apicagdo 00 questionano sero reallzados no propro
local €3 consuita, €, portanio, n&o haverd necessidade de desiocamento do pacients para paicipar &3
pesquisa. s Indhiduos Indlcanios pala medica, serSo convidanos 3 particpar da pesquisa, que sa fard apds
egclarecimentn e acefiagio devidamenta documentadas com assinaiura do Temo de Consentmento Lvie e
Estiaracido,

Erdeteca. hHus |sresice, £330

Balren: Sdrmnscols CEP: 35700

UF: 56 Hunbsipho. MARSLE

Telefor! (238055150 Fax: [WIEES00-0130 E-mill: copifufanedu br

FRgina 0 3 08
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UNIYERSIDADE FEDERAL DO
AMAZONAS - UFAM

A COMPOSIGA0 43 AMOSira DCDMera o periodo de favansin 3 dezemben de 2017 podendo 6% 56 aslendido
fe acondo com 3 necessidate. Os dados sera0 manikdos em siglio e nenhuma publicagdo decomente do
projeto terd identficagdo dos participantes da pesquisa. Para garantr o siglio, 05 dados ootidos por

QUESIONENo 52r80 QUANdados em aNTAN0 Com chave, COM 302650 SxciUsvD fela pesqUisatora responsavel
peio projet, € 35 amostras biolagicas coletadas serSo Identifcadas por um cadigo numerico.

As amosiras iokgleas serdo obiidas de pacientes paricipaniss & entlo 530 processadas para realzajio
fe exames bioquimicns & estudo gendticn. Os procedimentns para coleta de amosiras bickigicas sequirio
as recomendaghes & legislaghes vigentes, a8 quals Irdo assegurar 3 qualdade da coesta, sendo exscutados
procedmentos de lossaguranda dursnis todo prcedmento de coleta, tas como a3 higenizagdo das maos
g0 responsavel palas coletas, antissepsia do local de punciodcoleta, uso de EPIS (Equipamentos de
Protegdo Indhidual), ks como kivas, jaleco, gorn, sapatos fechados, mascara, eic. O 5po de amostn que
pretende-6e coletar dos padentes

COMEED0NGE 30 Sangue venoso, Que && far alraves do uso de s21ngas & aguiha estén], que possiiitard
pbier 10mi de sangue, que serdo distbuldcs em fubcs de coleta para oblengao de s0r sanguined (fubos
de tampa amarala ou vemeina) e sangue total (ubos de tampa o, cortendo EDTA) destinados & analkse
bloguimica e microbubos para andilse genetica

A anailse bioquimica sera realzada para triagem dos participantes, que possibiitara confimmar ou detectar
alteragdes que Indiguem fatores de rsco ass0ciado a Diabetes Mellltus, tals como hipergicemia e
@siipldemias.

AMALISE GEMETICA: Para a anallse de pollmarfismo 2m genss envolvidas na sinallzagdo celular da
Insuiing, sera exfraldo OMA tofal a parir de 1mL de sangue venaso peiienco colietado com sistema de
5einga & aguiha estérels. Para 3 extracdo de DNA serd utilzacdo Kit Purlink® Genamic DAA (InviimgenTh,
Thama), sequindo 3s recomendaclies do fabricante. Para @ andlise, 06 &xons de cada gene serdo
ampiificados com Inicladonss estabelecions com a femamenta Primerwed, versdo 4.00. Para a reacdo e
ampliNcagio serd usado o conjunto de reagentes Tag DMA palmerase pft ou slistema compativel para
reduzir o5 emos Inerentes a0 processo In vifro, O amplicons serdo saquenciados com o conjunto de
reagentes BlgOye® Teminator v3.1 Cyde Sequencing (Appiled BlosystemeTM, Themo) e a5 sequéncias
serSo determinadas em um analisador genetico automatico ABI 3500XL (Appiied BlosystemsTM, Themoal,

Efdeiegt. hus [ermsime, 8550

Bairfo: Adrmrdbccis CEP. ®aMD

UF: &M Hunbsiplo. MARALS

Tebefors. (i aa08-515] Faxl [ME30s-213 E-niall! cexfufemed br
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO
AMAZONAS - UFAM

A Crierio de Inclusdo: Individuos previamente dlagnosticados com Dlabetes Malltus tipo 2 (DM2) ou
aqueles que apresenianem condicdes de sco que [ustitique o rastreamento do D2 tipo 2, malores de 16
angs. Cridrio de Exiusdn: Individuos previamente diagnostizato como porador de outras Dlabetzs Malius
gue ndo 3 OM2 ou que ndo apresentanem condlgles e meco que justiiqus o rasteameanto do DM2 serdo
excluidos da composipo &3 amosira.

A pesquisadora Informou que MAD havera refengio o8 aMOStras par aNTEZEnaMenD &M Danco.

Cronograma; Adequado. A etapa 08 Coista @ Drocessamentn das amostras esta prevista para icio em
01022017 a 29122017,

O apolo fnancalr Indicado & da Universidade Faderal do Amazonas. O orgamento ests detalhado & no
valor ge RS 63.000,00 & fol Informand que |4 exste equipamenios & material de consumo destinadas a

presants pesquisa.

Conalderagiies sobre oa Termos de aprasantagio obrigatora:
Foiha de Rosto: ADEGIUADA. Foina_de_rosto.pd, 01/12/2015 16:42:15. Fol assinada pela pesquisadora
responsavel e pelo Copmenador Regional da REDE BIOKORTE.

Tamo de Anuencia: ADEGUADD. Foram apresentadas 2 anuendas da Dirstor da Policiinica e da médica
recritadora jAnuencla_Pollclinica pdf, 01/12/2016 16:58:58); Anusncia do Laboradtrin de Diagndstico
Malecular da UFAM, assinado peio Dr. Spataco Filhe (Anuendia_Laboratorio,pof, D1/12/2015 16:58:28) &
Anuenda g3 SEMSA (Anuencla_SEMSA T, D1/12/2016 15:59:2)

Instrumento de coleta de dados: ADEQUADO. O questionano Tol apresentado em Guestionario.pe,
0171272016 17:07:11, nesta resposta

TCLE - ADEQUADD. O modelo comigido fol apresentado em TCLE_ paclente_comigido.pat, D1/1272016
16:50:39.

Conclusdes ou Penoéncias & Lista 08 Inadequagies:
O protocelo @endey 35 pendéncias apontadas no parecer anterior.

brdeten: hus [erme=e 051

Bairso: Adrndols CEP: &0087-0M

UF: &ld Huniciplo. MAKSLS

Telform. (03308515 P [MIE305-2T3 E-mall: cop@ufamedubr
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Conalderagties Finals a critério do CEP:

Esls parece fol elaborado basaade nos documantos abalxo relachonados:
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oo ™

Tipo Documento Ao Pretagem ALt Tiuac30
Infmmagiies Dasicas| Po_INFORMALLES BAGICAS DO P | OU122016 ACED
oo Proleho ROLETD 05616, pdf fid7aa
Cuiros Glsstonanio pdl OU122016 |Lusvana Mourao Acefio

e
Projein DelEinai0 | | Projelo_Comgon_CER. pdf TU122016 | Lucvana Mowrso ADEND
Emdchura a1
| Inwesigador
OulTos Canla_esdlarecmenin_reeposa par TU122016 |Luchvana Mourso ACE0
frf3ds
LTS Anuenda_SeWsA pdl UU2200e [Lucyvana Moursd ACEND
16592
o Anuenda_Pollcinica pdf 0U122016 |Lusvana Mourao AZERD
6530
Cuiros Anuenda_Laboratoria.pdt OU2206 |Lusvana Mourao Acefio
165825
TCLE/Tamosde |TCLE padenis comigdopd OU122016 | Lusyvana Mourao Asafio
Assentimemio ! 16:50:39
Justificatva de
ALEENCS
OulTos CUmCUl0_Lanes_rocamo_Lyra pal TU122016 |Lucvana Mowrso ADEND
16:43:51
Foiha da Rosto Fiolha_de_rosio pdf 0U122016 |Lusvana Mourao AZERD
64215
(s Ti53 TUmicuio_Lees_Vanda_Sarana uel| So0eelTE | ucvana Mor e A=
& _Dinl.pdd 132045
T Cumclo LS8 Lchana Mouraopdl | 25062016 | Lucvana Mowrso ACED
132008
(o Ti53 TUmicio_L=5es_Ana_Datla Miranda B| 2o05R016 | utvana Mora A=
amos.pdl 13840
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ANEXO C — Sequéncia de referéncia do gene IRS1, disponivel na plataforma NCBI.

LOCOS Hz 015830 74274 bp DMA linear FRI 04-MAY-Z2014

DEFINITION Homo sapiens insulin receptor substrate 1 {IR3l), RefSegkene on
chromosoms 2.

ACCESSION K&z 015830

VER3IION W&z 015B20.1 GI-263191772

EETWORDS Befleqg; ReflegGene.

S0URCE Homo =apien= (human)
ORGRNISM Homo sapiens

Eukaryota; Hetazoa; Cherdata; Craniata; Vertebrata; Euteleocstomi;
Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; Primates; Haplorrhini;
Catsarrhini; Hominidae; Homo.

COMMENT REVIEWED REFS8EQ: This record has been curated by HCBI staff. The
reference seguence was derived from ACOLOTIS.11.
This seguence is a reference standard in the RefSegbene project.

Summary: This gene sncodes a protein which 1= phosphorylated by
insulin receptor tyrosine kinase. Mutations in this gene are
a=spciatsed with type II diabates and susceptibility to insulin
rasistance. [provided by RefSeq, Hov Z2008].

PRIMARY REF3EQ 3PAN PRTMARY TDENTIFIER PRIMARY 3ERN COMP
1-74474 ACOLOT735._11 338A-EB23T1 =
FERTURES Location/Qualifiers
source 1..74474

jorgani=m="Homo sapiens"
/mol_ type="genomic DHA"
jdb nref="tanon:S606"

jchromosome="2"
fmap="Zgdg"
3T3 2446, 2630
{=tandard name=="RH4ELZ0"
fdb_nref="Uni3T3:E£4081"
gene S001..72474
fgene="IR3L"

/genes_ synonym="HIRS-1"
jnote="insulin recepSor substrate 1"
fdb xref="GeneID:3E6T"
idh:ﬁ:ef="EEHC:HEHC:EIE5"
fdb_nzef="MIM:147545"

=FHA Join{5001..EB00Z,E6T7541..T2474)
fgene="IRSL"
fgene synonym="HIRS-1"
/product="in=sulin receptor substrase 1"
ftranscript_id="WM_005542.2"
fdb_nref="GI:1B776l322"
fdb xref="GeneID:3E6T"

idb:ﬁ::f="EEHC:HEHC:EIE5“
fdb_nzef="MIM:147545"
exon S5001. .E802
fgene="IRSL"
fgene synonym="HIRS-1"
finfersnce="alignmens:3plign:1.39_8"
{number=1
5053..8781

fgene="IR3L1"

i
=}
(1]

fgene synonym="HIRS-1"

/note="IR3-1"

foodon stars=l

iproduct="in=ulin receptor substratce 1"
/protein id="WP 005535.1"
/db_nref="GI:5031805"

fdb nref="CCD3:0CD3Z463.1"
idb:ﬁ:ef="5=:e:3:3667"

jdb nref="HEHC -HEHC:&125"

fdb nref="MIM:-147545"



exon

franslation="MASPPE3DGFIDVREVGYLREPRIHERREEVLRAASEACGPARL
EYYENERFWRHESSAFPRRSIFLESCFHINFERADSENRHLVALYTRDEHFAIRAADSERE
QD EWYQALLOLHNBARGHHDGRAR LGAGEEEGS TG 3CLEERGEDLIYGDVEPGEAT
EEVWOVILEPREGCLGOTRNLIGIYRLCLTSETISEVELNIERARATVLOLMNIRE CGHIE
HEFFIEVGERSAVTGPCEMWMVIDIVVACNMHETILEAMRAMSDEFRFRERIQ3ISINC
SHNPISVPLRRHHLHNHMEPPSOVELTRRIRTESITATSPAIMVGER PGSFRVRAISDEEG
TM3RPASVDGEPVAFITHRTHRAHRARGSARLHPFPLNHSREIPHPASRCSPSATIFVAL
3533TSGHEST3IDCLEFRRI3AIVIGIPSDEGEFIS3DEY G35 PCDERISFRIVIFDIL
GHTPPARGEEELSNY ICHMGERE G STLTAPNGHY ILRGEEHGHRC TPGTGLGTIPALAG
DEARSAADLDNRFRRRTHSAGCTIPTITHRRETPS33VASIEEYTEMMPAYPPEEGIEE
RLPGHRHIATVEPTRSYPEEGLEMHPLERRGGHHRPDIS STLHTDDEYMPMSPEVAPVES
GREGIGDYMEMIPESVIAPOOIINE IRREPQRVOPNG Y MMM P3GEE3PDIGEERPI3S
S8 NATRIGET Y GRLF THGV GGHHSHVLPHPRFPVEIIGEELLPCTED TMIMSPVED
INT3SPSDCYY GCPEDRQHEPV LYY SLPRIFFEHTRPGEPEECARHQHLRLITISERL
LYARTADDSSS3T35 D8 LGGEYCGARLEPS LPHPFHHQVLOPHLEFREVDTAAOTHSRLA
BEIRLSLGDPRASTLERRREQQQCOOPLLHPPEFESPEEYTVHIEFGEDR3GTLEGEVR
FH33PSVRCPSQLOFAFREEETGTEETMRM D LGFERRAAWOESTEVEMGRLGERAPPER
ASICRPTRAVEISRGDIMIMOMICFROSIVITSFARPVITADMRTGIAREEVILFRAT
MAARRISS3RASASPTERPOGRAAELARHISLLGGREPEEHSAFTRVNLIPHNRENOSARY T
RADPQGCRRRHISETE33TP3ATRVEHTVEFIGAGAATEEEEG3335SEDVFRHEISAIE
ENVHWLRPGELGGAPREP AL AR GELENG LMY IDLDLVEDFRQCPQECTEFERQPERD
PPPHOQPLGIGE3SSTRRISEDLIAYASISEQREQFEDRD™

6422..6680

Jgene="IRIL"

/gene synonym="HIR3-1"

/=tandard name="GZDB:456L17"
fdb_nref="UOni3T3:15T7<470"
TE31l..B14E

fgene="IRIL"

fgens =synonym="HIRS-1"
/=tandard nam=="FMCEESE5E4"
Jdb xref="Uni3T3:272537T"
TEOE. .BOTO

fgene="IRIL"

fgens =synonym="HIRS-1"
/=tandard name=":ZDB:456125"
fdb_nref="Uni3T3:157472"
10454 _ 10620

fgene="IRIL"

fgens =synonym="HIRS-1"
{=tandard nam=="REES205"
fdb_xref="Uni3T3:E6EE43™
11487_.11612

fgene="IRIL"

fgens =synonym="HIRS-1"
{=tandard name="WI-18042%
fdb_xref="Uni3T3:11534"
21826 _ . 22056

fgene="IR3L"
/gen=_synonym="HIR3-1"
{=tandard nam=="D23Z335"
fdb_xref="Uni3T3:45035"
40107 . . 40440

/gene="IRS1l"
/gen=_synonym="HIR3-1"
{=tandard name="3HGEC-32Z871"
fdb_xref="UOni3T3:102348"
€1005..61157

/gene="IRS1l"
/gen=_synonym="HIR3-1"
{=tandard nam=="REEEBEE&33"
/db_nref="UOni3T3:34zZ03"
€7541..72474

/gene="IRS1l"
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ccatttocaa
caagctgtca
attaaccagg
Jagaggcotoo
tacgtatcgco
ttoctttttot
ccaccttooc
cococogggaaa
cgococgggitocc
cctgoagtgo
cocaaacggg
cttagsgococa
Aaaaaactct
gggogottoa
gtacagttga
aacttatagg
atttgocacag
gtocacggata
agccottaggt
Satttacatt
Stococtgggga
gggogtooct
aaggctggcoc
ctatocgooct
daacctooct
ccocogoctoo
cccaccotoa
gtgctotogg
scgggggege
caggggcogct
ggggcggaga
gookoocogge
Scogagtgag
SgtESoggst
aagtaactgo
coctooocooat
Jgcagggasg
tocgoatggaa
acgogooogo
gogoegeggs
Fgggg=ggga
cgoctocoooo
ctcaggaggg
ctgtocgocto
ctggTggogy
coggacgoac
ctgggoctcag
atttcagags
ggagcctoog
ggcgg=gg=a
ggctacctgo
gERIICTgIgy
Scgagocgccoc
gactoccaaga
A =y = =k oy
goctaagggoc
agcggoagct
ggaccogoat
aagaacctga
ctgaactocgg
Soggaaaact
Tggatgcagg
atgocgggoca
Ttotaaccocooca

atatctgcocta
TagTRAaaga
tttsagatgag
caggottggg
acaccoctga
ttotttacta
totsgoagtgo
ctogotooge
cagoccactga
ctgggagcct
ccaggcatca
ggcgagcaag
gIgFAgSgLs
agtagaccoa
gctggcacca
gtggttcaat
tagggttttg
gacttocggaa
gtgagtcoccc
ttoctooccoctac
tcocctgttct
ctgttootto
cagaagtoct
gaagcocogaaa
ccocgtgggtc
coooggoctc
ctococtgogtc
gtagccaccc
cocoggttgge
gtocctagogc
gggg=aagcg
ggoggotgoc
acggocggogc
ggggcotctog
agcggsagcg
coootkotoge
agsctgtococc
aagocacttt
g9g9=g3=gg<
choctgogact
ggaggcgaag
tgcocccaagga
aaggcocgogcg
coSgtgoogg
cggoggotga
tgocctoccococcg
cagcotgogtc
cggggttsct
CCCoCCacco
g-atggogag
goaaacccocaa
gECEn e ea e
ccaaacgctc
Acaagcacct
aggccgagca
accacgacgg
cocggoottgg
tcaaagaggt
ttggtatcta
aggcagoggc
tocttotbtoat
tggatgactc
tgagtgatga
tcagocgtocc

ttaatagocs
agggagggcs
gotgoatgac
tggggaggyag
atggogcoccta
cgotttgoaa
Saggcstgaa
ccotcagoog
gocatgooccag
gaggccgagg
Raatgagaca
Cagggacaaa
LgttTsgtggg
ggctgotgat
tooESgtEEs
gggtgTggga
goccttatgaa
tatgataagg
ccgtcacacg
ttgatcagca
ccttEStSgtag
caggtacctc
CTagaaaanc
tctagocttts
agtcstacct
ccactocgggg
ttococogagcs
aaacaccooc
gocgogtsgtag
Tgogooggag
Sggggcgggc
cggoSgooga
ggTsggaggyg
gcaactctoc
cctococogagg
coctEgtoccoo
tCcoggooggs
ctococaccogo
agcagocagca
gagctggtat
gaggagggag
tattSaatts
cgogogoegcg
actocagoog
gaggagacts
ccgggogtga
ctocottocage
gcoctgocctocca
ggttgSttET
cocctococggag
gagcatgcac
coctogagtac
gatcocccckET
ggtggctctc
agacagctgg
agctgoggoc
tTgaggoTggy
ctggocaagtg
cocgoctttgoe
cgTggTgony
cgaggTgygcs
TgtggTggcc
gttocogococt
coctgogocgg

tgcoctgtagsg
ttcaattcaa
gacocgggaac
cocooctotbgoa
tggttctott
cctaccttgg
aaacaggoccoca
catsgggccyg
cgoctogact
Agggrococgyg
gocastaaacc
chgoctbgss
gagactgata
ctggtoccact
ctoococtgtsa
ctsgtgtgtg
coccoctoctgaag
gacctcoctoat
gatgggcaay
actaattococa
tgaccataac
acggcagcaa
CthaARARAAT
Aaasttocctg
gataggtaag
ctcoctgtagcc
cgoocoootoc
goctgogoooc
ggaggcgesg
toggogsggyg
toggoocogga
g=geggagge
gg=cggegEg
gaggaggagg
aacaggogto
tococooctkooto
cocoocagotgo
cgagatgggc
gocagcagcag
Ttgggsggct
aaccoogtgo
goctogggaa
ctocotggagyg
gggcgacgag
ggcsctogga
agogooogaa
tgoococtooo
gocooctgbtsyg
cggagoctoo
agogatggct
aaacgcttot
tacgagaacy
gagagctgct
tacacococggg
taccaggctc
cToggagcgy
gaggacttga
atcoctgaages
ctgaccagca
cagoctgatga
cgtsctgoog
Ccagaacatgc
cgCagcaaga
caccatcotoa

ggcacgtgtg
catgtgtact
aggaagggga
gatgcooccaat
Sctoccttcat
tacccoctcaac
Sococaccaat
aggocgogeto
gctgagtgcc
cgtagtaaag
gagtgacats
ataggtcggc
cocgocaaggtg
catgaagtaa
scottgtggt
ARACaRacCat
gtccoctaaca
ttocococtooo
Fggagcagga
cagcgocogga
Sgocccoccagt
atctggggat
acagatcooc
ggggaaacag
aggcagcocca
goagtgococo
cgttttcoca
gocgogggga
cgoocggagct
cgoccgoctgca
atgtagagac
Scogtocacgt
cagagccaga
aggaggagag
ttoococogaac
coCcagocogoc
agtggctgoc
coggasggag
cagcaacagc
ggEggcggst
aacgtsggga
Socgotgotto
ggcaccgcag
agatgocatct
ggatcggggs
aactcoggtc
cggcgcgg9g
catgtgcoccocgg
ctctgctcag
Sctoggacgs
tocgtactgocg
agaagaagtg
Scaacatcaa
acgagcactt
Socctacagct
gRIITITIY
goctacggtga
ccaagggect
agaccatcag
acatcaggcg
Tgacggggos
ACgagaccat
gocagtocto
acaatccococc

cocacatcac
CRARATTATAT
gaggagaaac
cocococctaast
catcatcasc
cCcttotacco
cagcaggoct
cocoocgoggoo
cCagocagcat
ggg=ggcaac
toctgtgggsc
ttaaaaaata
accctgaaag
cCcattttoct
Caaggttaaz
ttoagocaat
gctstttaaa
cCcatgoocto
JRalaggEoa
cgtgagacac
cactgcoctt
cCccaaggtgg
tcaccatggc
cctSgactag
gctococggogco
cococgbtggoccs
gactcococto
ttcctgoggg
gg=ggecgeg
goacggowgg
Ssgggcggga
gtEsttotoo
cgoocgoogeot
aggaggggag
ccttcoccaaa
TggaAgTgagy
cggsatogst
gohgoagagyg
aacagoogoa
gagacggwsg
cttggcocaacc
cagaggggaa
ggacccocooga
tocgotootte
tgccctcacc
gggctctctc
g3=ggcgTgg
gscgeggega
cg-tggtsggt
gogcaaggsyg
cgoggocagc
gcggcacaag
caagocgggct
tgccatocgog
gcacaacocgt
gggoagosgs
cgtgococooca
gggscagacsa
cttogtgaag
ctgtggocac
cggggagssc
cctEggaggocs
gtccaactgc
gcccagocag
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grggggctga
grgggcggga
Socoogoocag
caccggcatc
atgooggots
accagsggoc
Sotggstooo
gattscogga
cosggTgagy
accgocooca
ggaacaggcst
ctggataatc
cagaagacco
goctacccac
gtgoocacoo
gggcaccacc
coRgIIITIy
Cocaagagog
gtggacccca
ggtggcccca
aagoctgtgga
ccagtggaga
coagTIgIIy
cagCacaago
cocoggggagc
cgooctsotbot
=== ==
ctgocagcocoo
cggoocacga
cagoagoago
gtcaatattg
agoctcacctt
ggcactgagg
agcactgggg
aggocotacoo
cocoogtoaga
acaggcattg
Sootocagoag
Sogtoootgo
ctcagtccta
cggaggcata
gtgococctttg
gatgtgaaac
gygggagccs
cttaactaca
cctgaaccgco
agoctocacoo
cagooagagg
aagtcagaag
cttoosgtto
agatgotoac
aggagggcwT
atatatccta
gttgaagtct
aaatatttgs
Jggagcoott
aatactSaggg
ARJaRTCagga
gtgasctoto
Jtgaaatass
tatgcaggaa
aggasgtotg
gctactatat
ggaacatgcocc

cocogocgatc
agccaggctc
coctoggtgga
goggeagcge
cocogotgoto
atggotocac
ccagocgatgg
gttcocttoog
aggagctaag
acggtcacta
tgggcacgag
ggttccgaaa
cgtcoccagtc
caggaggsgg
gotcotacco
gocccagacag
cococcagtgoc
tatctgoocoo
atggctacat
gcagcagcag
Caaacggggt
gTagoggsgg
AcTtCccaacac
cagtococtoto
Sggaggaggg
atgctgoaac
acTgoggyggs
atctgooctog
ggctgtoocct
agcagcagcoc
aatttgggag
ctgtcaggtg
agtacatgaa
Togagatggg
gggcagtgos
gcoctacgtgga
chgcagagga
coctotgotto
tggogyoss
acCcgcaacca
goctScogagac
gagcgoggge
goccacagctc
cCaaggagcc
tagacctgga
agcctocooccocco
gococgotcaag
accgtcagta
acaaaactgc
tttococcactg
cccacactga
tttcgtttga
tgoccagttct
tcttttcact
taacacaggg
aagggtgatc
Caacataaac
gtaagagct:
aagaaagsaa
atScacacac
actctgtatg
cocttatagtt
atcttctgta
ttaatttgtt

acgcactgag
cttcogtgtc
cggcagcoct
coggctgcac
gocotSoggoc
cSoggattgs
cggtStocato
cagtgtcacs
caacsatatc
cattttgtct
Tccagccttg
gagaactocac
ctcagtggct
cagtggaggc
Agaggagogs
ctocaccckte
cagtggocoga
acagcagatc
gatgatgtcc
cagcagcagc
agggggcocac
taagctctta
cagcagcooc
ctactactoa
tgccoggcat
agcagatgat
tagycTogay
aaaggsggac
ggyygatooc
cStgotSgoac
tgatcagtct
tccatcccag
gatggacctg
cagactgggc
cagcagcocogg
cacctogoca
Fgtgagocty
cocogactggg
aACcaaggaccs
gagtgccaaa
Estosococtoa
agcagTaggyg
tgocttocctEtT
agcoccaaactg
tstggtcaag
accoocacoo
tgaggattta
gotoaactgg
ttttaaccts
cSbootocagg
catoctggoag
gaattcccaa
gogtESttgta
atatatttag
goctaaaccct
tsatcaagts
agcagcggga
Totagaaata
tsatgggtga
Cgasooacca
Sgtctgggac
aScboSbots
maattactts
tSgttttgca

agcatcaccg
cgogcocctoca
gtgagtococca
ccoccocgotca
accagooogg
ctottoocac
tootoggatg
coggattooo
Rl =
cggggtggca
gTTggggaty
tocggcocaggca
tccattgagg
cgactgoogg
ctggaaatgc
Cacacggatg
Aaggooagsy
atcaatococcoca
cCocagoggtsg
aacgcocgtocc
cactcoctoatg
ccttgcacag
tococgactgct
ttgoccaagat
cagcacctcc
f =ty g ]
coccagectto
acagctgcoctc
aaggocoagoa
cotoccagago
ggctacttgt
ctccagccag
gogEcggg=s
cckgcacctc
ggtgactaca
gotgooooctg
coccagggoca
cotocaagggg
goggIoaTga
gtgatccgtg
acacccagsg
ggsgIrIgcy
gagaatgtgt
tgTggggcty
gacttoaaac
cctcatcaac
agogocotatg
ACAtCaCagC
gtccttgaat
gagaatgoac
AJgagToaaacs
gtgaagtagt
gagttootoco
gtcagoccocct
tocStatcst
gttoctotgta
agcattgatt
tgtatttaga
cgttotoctt
tooccacgggo
ccattattaa
goactgagac
tatttgttga
ttgagtagaa

ccacctocooe
grgacggcga
goaccaacag
accacagccocg
Scagtotghbo
ggcocgatsctag
agtatggchtc
Sgggccacac

gcaagggges
atggccaccg
aagcagccag
catcoccctac
agtacacaga
gacacaggca
acccottgga
atggctacat
gagacSatat
Scagacgooa
gotgoctctcc
cttccgggac
Scocttgooctoa
gtgactacat
actacggccc
coctttaagoa
goctttccac
cocaccagoag
cacatcoooa
agaccaatag
cocttacctog
ccaagagooo
ctggcocccggt
ctccoccagaga
ggaggg<agc
coggggctgs
Sgaccatgoa
Saagotatgo
ccatggcoctgco
cagocagagot
gogooStoac
cagacccaca
ccacoocgggt
gtagcagcag
ggctgaggcc
ctgggggttT
agtgococctoa
ccctgggcag
cocagocatoag
aggtgogtts
Sctgttcttc
SSacattobo
ANACATOTAY
tactgcagta
gtaagaagct
ggaagggaca
Aaaactatctt
ctttbgttct
Sctattcatc
Jagasgtacc
SSgttocatgt
cSggoctobo
gagttatggy
AStacagata
Jaagaatgca
gggctaaact

ggccagcatg
aggcaccatg
aacccacgoo
ctccatcocco
gtocagtagc
tgotsoggtsg
cagtocootgo
cocaccagoco
ctocacootg
ctgcacccocca
tgoctgcagat
cattacccac
gatgatgcct
ctcocgoocttc
=== = =
gcccatgtcc
goocatgagc
toooccagaga
tgacattgga
cagctatgga
cooCcaaacco
gaacatgtca
tgaggacccc
caccoagogo
tagctctggt
cgacagootg
cocatcaggst
cocgococtggoc
ggcccgagag
gggggaatat
ggctttccac
ggaagagact
ctggoaggag
tagcatttgc
gatgagtsgt
tgacatgoga
tgocctoctca
ggotgcoocac
cogggtgaac
agggsgoogy
gggcaacaca
cagcagogag
tggggagctt
ggagaatggt
ggagsgoacc
cggTgagagec
tSSocoagaag
casggtgaca
gcctoctgocc
Agggoacaca
gagocagoSoac
tttTStaaaac
tgatetgttt
gtSctacaaa
aatagtttct
gtgasttcat
ctgcococctaaa
tatctatsst
aACCaggastt
ttgtacagga
agttcatocct
tocasstgggyg
tactaagtca
gtataccctc
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Souza Mourdo CPF de n® 600.963.572-15 & autora principal do Resumo Cientifico
“TYPE 2 DIABETES MELLITUS: COMORBIDITIES, CLINICAL COMPLICATIONS
ANMD BEHAVIORAL WARIABLES IM AN AMAZOMNAS SAMPLE" aprovado para
publicacdo na revista Diabefology & Metabolic Syndrome (DMS), o qual sera
apresentado pela mesma, em forma de pdster, durante o XXl Congresso da
Sociedade Brasileira de Diabetes, a se realizar no periodo de 16 a 18 de outubro de
2019, no Centro de Convencdes de Natal/RN.
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