UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E DA NATUREZA
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA MOLECULAR
CURSO DE GRADUACAO EM FARMACIA

MYLENNE DA SILVA BARROS

ANALISE DO EFEITO DOS POLIMORFISMOS RS266729
DO ADIPOQ E RS7539542 DO ADIPOR1 SOBRE
PARAMETROS CLINICOS, BIOQUIMICOS,
ANTROPOMETRICOS E DO ESTRESSE OXIDATIVO EM
DIABETICOS TIPO 2

JOAO PESSOA - PB
NOVEMBRO - 2021



MYLENNE DA SILVA BARROS

ANALISE DO EFEITO DOS POLIMORFISMOS RS266729 DO
ADIPOQ E RS7539542 DO ADIPOR1 SOBRE PARAMETROS
CLINICOS, BIOQUIMICOS, ANTROPOMETRICOS E DO ESTRESSE
OXIDATIVO EM DIABETICOS TIPO 2

Trabalho de Conclusdo de Curso
apresentado a Coordenacao do Curso
de Graduacdo em Farmécia, do
Centro de Ciéncias da Saude, da
Universidade Federal da Paraiba,
como parte dos requisitos para
obtencdo do grau de Bacharel em
Farmécia.

Orientadora: Dra. Darlene Camati Persuhn

JOAO PESSOA-PB
NOVEMBRO - 2021



Catalogag¢do na publicacgédo
Segdo de Catalogagdo e Classificacgéo

B277a Barros, Mylenne da Silva.
Analise do efeito dos polimorfismos RS266729 do
ADIPOQ
e RS7539542 do ADIPOR1 sobre pardmetros clinicos,
bioquimicos, antropométricos e do estresse oxidativo em

diabéticos tipo 2 / Mylenne da Silva Barros. - Jodo
Pessoa, 2021.
51f.

Orientagdo: Darlene Camati Persuhn.
TCC (Graduacgdo) - UFPB/CCS.

1. Diabetes. 2. Adiponectina. 3. Polimorfismos
genéticos. I. Persuhn, Darlene Camati. II. Titulo.

UFPB/CCS CDU 616.379-008.64




MYLENNE DA SILVA BARROS

ANALISE DO EFEITO DOS POLIMORFISMOS RS266729 DO
ADIPOQ E RS7539542 DO ADIPOR1 SOBRE PARAMETROS
CLINICOS, BIOQUIMICOS, ANTROPOMETRICOS E DO
ESTRESSE OXIDATIVO EM DIABETICOS TIPO 2

Trabalho de Conclusdo de Curso
apresentado a Coordenacdao do
Curso de Graduacdo em Farmécia,
do Centro de Ciéncias da Saude, da
Universidade Federal da Paraiba,
como parte dos requisitos para
obtencdo do grau de Bacharel em
Farmacia.

Aprovado em 22 de Novembro de 2021.

{orbnss Cop Tl

Prof2. Dr2. Darlene Camati Persuhn
Universidade Federal da Paraiba- UFPB

Profé. Dr2. Eloiga Helena Campana
Universidade Federal da Paraiba- UFPB

/Eml’tb g\'\/ oA AN\«\ vaj/c\,&t,\
Prof2. Dr2. Temilce Simdes de Assis Cantalice
Universidade Federal da Paraiba- UFPB




AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus por guiar todos 0s meus passos e estar
sempre acima e a frente de tudo na minha vida, e a minha Doce Méae de Deus
pela intercessédo, pelo modelo de fé, de perseveranca e de entrega aos planos
divinos.

Aos meus pais, Luciene e Eduardo, por nunca duvidarem da minha
capacidade, por priorizarem a educacdo na minha vida, pela compreensao nos
momentos que precisei me ausentar para estudar, pelo apoio e confianca em mim,
eu sou e serei eternamente grata por tudo isso.

A minha irm3, Rayenne, por sempre ser meu exemplo e meu maior
incentivo aos estudos, com certeza sem o apoio dela teria sido tudo muito mais
dificil. Muito obrigada por todos os conhecimentos partilhados, pela forca, pela
amizade e amor de sempre.

Ao meu parceiro, Higor, por me ensinar tanto a ser uma pessoa melhor, por
ser meu ombro amigo, por toda a paciéncia e amor e também por ser alivio em
muitos momentos conturbados.

A todos da minha familia, que sempre estiveram comigo, que me ajudaram
e me incentivaram nos congressos, na formatura e durante todo o curso. Essa
vitoria é nossa.

As minhas amigas, Taina e Scheilla que me ajudaram na organizacio
desse trabalho e todos os outros que direta ou indiretamente fizeram parte desse
sonho, muito obrigada por todos os momentos, todas as risadas e apoio.

Aos meus colegas de turma, Heivila, Rubens, Larissa Alves, Herlanny,
Larissa Xavier e Giovana, por toda a parceria, ajuda e amizade, vocés deixaram
tudo mais leve e foram uma forca para eu chegar até aqui.

A minha orientadora, Darlene, pela oportunidade, por confiar sempre na
minha capacidade, por me ensinar tanto como professora, como pessoa, como
pesquisadora. A senhora foi realmente uma mé&e e um anjo na minha vida durante
esses anos.

Aos meus colegas de laboratorio, pelo conhecimento partilhado, por toda
paciéncia, por todo amor, todos os que fizeram e fazem parte do LEMAC foram
essenciais para minha caminhada e meu crescimento.

A banca, professoras Eloiza e Temilce, pela disponibilidade, colaboracéo,



atencao e cuidado nos apontamentos realizados nesse trabalho.

Por fim agradeco a todos os professores que passaram seus ensinamentos
ao longos desses 5 anos, & UFPB, a Coordenacdo do Curso de Farmacia, a
PROPESQ e ao CNPq, por todo apoio, pela exceléncia no ensino e pelo incentivo

a pesquisa que sem duvidas foi o maior diferencial na minha formacéao.

Mylenne Barros



RESUMO

Analise do efeito dos polimorfismos rs266729 do ADIPOQ e rs7539542 do
ADIPORL1 sobre parametros clinicos, bioguimicos, antropométricos e do
estresse oxidativo em diabéticos tipo 2

Mylenne da Silva Barros
Coordenacéo do Curso de Farmacia
Trabalho de Conclusao de Curso
CCS/UFPB (2021)

A Diabetes tipo 2 € uma doenca cronica metabdlica de etiologia complexa e
multifatorial caracterizada principalmente por resisténcia a insulina e hiperglicemia
persistente. A adiponectina é uma proteina “antidiabética” que atenua a
resisténcia a insulina, estresse oxidativo e inflamacéo. A atividade metabdlica da
molécula é mediada pela ligacdo ao receptor de adiponectina 1. O polimorfismo
rs266729 € uma variante genética encontrada do gene da adiponectina e o
rs7539542 é um polimorfismo localizado no gene do receptor de adiponectina 1,
ambas as variantes afetam a transcricdo e expressao da adiponectina e seu
receptor respectivamente. O objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos dos
polimorfismos rs266729 e rs7539542 nos parametros clinicos, bioquimicos,
antropomeétricos e do estresse oxidativo em diabéticos tipo 2. O estudo foi
composto por 107 diabéticos recrutados do Hospital Universitario Lauro
Wanderley. Amostras de sangue e urina foram utilizadas para determinacdes dos
parametros bioquimicos e do estresse oxidativo, variaveis antropométricas foram
determinadas por nutricionistas, complica¢des cronicas foram diagnosticadas por
médicos do hospital e a hipertensédo arterial foi auto referida. O DNA foi extraido
de leucdcitos, e 0os genotipos dos polimorfismos determinados pela técnica de
PCR-RFLP. Os resultados indicaram que o geno6tipo CG do rs266729 associa-se
com hipertensdo arterial e menores niveis de capacidade antioxidante total,
enquanto que os portadores de GG apresentaram maior hemoglobina glicada. O
rs7539542 e a associagdo simultdnea do rs266729+rs7539542 ndo mostraram
influéncia nas varidveis estudadas. Dessa forma, informacdes importantes séo

adicionadas no contexto genético da diabetes e da adiponectina.

Palavras-chave: Diabetes; Adiponectina; Polimorfismos genéticos.



ABSTRACT

Analysis of the effect of polymorphisms rs266729 from ADIPOQ and
rs7539542 from ADIPOR1 on clinical, biochemical, anthropometric and
oxidative stress parameters in type 2 diabetic patients

Mylenne da Silva Barros

Coordenacéo do Curso de Farmacia

Trabalho de Conclusao de Curso

CCS/UFPB (2021)

Type 2 diabetes is a chronic metabolic disease of complex and multifactorial
etiology characterized mainly by insulin resistance and persistent hyperglycemia.
Adiponectin is an “anti-diabetic” protein that attenuates insulin resistance, oxidative
stress and inflammation. The molecule's metabolic activity is mediated by binding
to the adiponectin 1 receptor. The rs266729 polymorphism is a genetic variant
found in the adiponectin gene and rs7539542 is a polymorphism located in the
adiponectin 1 receptor gene, both variants affect transcription and expression of
adiponectin and its receptor respectively. The aim of this study was to evaluate the
effects of the rs266729 and rs7539542 polymorphisms on clinical, biochemical,
anthropometric and oxidative stress parameters in type 2 diabetics. The study
consisted of 107 diabetics recruited from the University Hospital Lauro Wanderley.
Blood and urine samples were used to determine biochemical parameters and
oxidative stress, anthropometric variables were determined by nutritionists, chronic
complications were diagnosed by hospital physicians, and arterial hypertension
was self-reported. DNA was extracted from leukocytes, and the genotypes of
polymorphisms determined by the PCR—-RFLP technique. The results indicated
that the CG genotype of rs266729 is associated with arterial hypertension and
lower levels of total antioxidant capacity, while GG carriers had higher glycated
hemoglobin. The rs7539542 and the simultaneous association of
rs266729+rs7539542 showed no influence on the studied variables. In this way,

important information is added in the genetic context of diabetes and adiponectin.

Keywords: Diabetes; Adiponectin; Genetic polymorphisms.
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1 INTRODUCAO

O Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) é um distarbio no metabolismo da glicose
de inicio insidioso e de causas multifatoriais. O DM2 se caracteriza por resisténcia
periférica a insulina devido a uma falha na secrecdo e/ou acado desse hormonio,
que acarreta o aumento dos niveis de glicose sanguinea. Geralmente o DM2
acomete pessoas acima de 40 anos, porém devido aos maus habitos alimentares,
obesidade e sedentarismo esta cada vez mais comum em faixas etarias menores
(SBD, 2019).

A hiperglicemia persistente presente no DM2 pode desencadear graves
complica¢Bes nos vasos do coracdo, olhos, rins, nervos e dentes e além disso,
diabéticos sdo mais propensos a infec¢cbes (IDF, 2020). Existem varios fatores de
risco para a DM2 além do estilo de vida em si, pode-se destacar o histérico familiar
de diabetes, hipertenséo arterial e dislipidemia (SBD, 2019).

Os fatores de risco clinicos e a glicemia sdo de grande importancia na
patogénese do DM2, porém os estudos deles isoladamente ndo bastam para o
esclarecimento total dos fatores da diabetes e para previsdo do desenvolvimento
de complica¢bes. Para tanto, pesquisas direcionadas a identificagéo de variantes
genéticas relacionadas a doencga, aumentam a probabilidade e a exatiddo da
previsdo do risco de DM2 e complicacdes associadas (COLE; FLOREZ, 2020).

A adiponectina (ADIPOQ) é um hormonio peptidico produzido pelo tecido
adiposo com uma variedade de atividades bioldgicas benéficas, entre elas o
aumento da sensibilizacéo a insulina, atenuacao de inflamacéao e inibicdo de morte
celular. Essa adipocina age através de dois receptores: receptor de adiponectina
1 (ADIPOR1) e receptor de adiponectina 2 (ADIPOR2) (HOLLAND et al., 2011).

O polimorfismo rs266729 esta localizado na regido promotora do gene
ADIPOQ e vem se mostrando importante para o DM2. O alelo variante G do
polimorfismo afeta negativamente a transcricdo da adiponectina, além de
contribuir para o desenvolvimento do DM2 e se relacionar com parametros de
estresse oxidativo em populacao diabética (ZHANG et al., 2009; SUN et al., 2017,
PRIOR et al., 2009).

O polimorfismo rs7539542 localiza-se na 3’ UTR (regido 3 nao traduzida)
do gene ADIPOR1. O rs7539542 modula a expresséo do receptor onde o genotipo
GG relaciona-se com menor atividade de transcricdo do ADIPOR1, aumento do
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risco de DM2 e com doencas macrovasculares em diabéticos (KLAKAMANI et al.,
2008; Ql et al., 2007; SOCCIO et al., 2006).

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 DIABETES MELLITUS

O Diabetes Mellitus (DM) é um distarbio metabdlico crénico complexo que
ocorre quando ha uma hiperglicemia persistente devido a ndo producéao e/ou falha
na agcdo da insulina. A etiologia do DM é decorrente de fatores genéticos,
biolégicos e ambientais e esses fatores sao a base para a classificagdo da doenca
(SBD, 2019).

A estimativa de portadores de DM mostra nUmeros consideravelmente altos
e que continuam em ascensao. No ano de 2009 o numero de adultos (20-79 anos)
com diabetes no mundo era de 285 milhdes, jA no ano de 2019 cerca de 463
milhdes de pessoas nessa faixa etaria vivem com DM em todo o mundo, o que
representa cerca de 9,3% da populacdo adulta mundial. No Brasil, o nUmero de
adultos com algum tipo de diabetes € cerca de 16,8 milhdes o que corresponde a
8% dos brasileiros com estimativa de 26 milhdes até 2045, e vale ressaltar que o
pais em 2019 era o quinto no ranking mundial (IDF, 2019).

Por ser uma desordem metabdlica crénica complexa e multifatorial se faz
necessario cuidados médicos continuos e estratégias de controle glicémico eficaz
pois, a hiperglicemia crénica é o principal fator predisponente para o
desenvolvimento das complicacdes cronicas vasculares, aumento de morbidade,
reducdo da qualidade de vida e aumento na mortalidade. O nimero de 6bitos
decorrente de diabetes e suas complicagbes no mundo em 2019 é de
aproximadamente 4,2 milhdes (ADA, 2020; SBD, 2019; IDF, 2019).

A classificacdo é importante pois ela é essencial na determinacdo da
terapia do paciente. Segundo a Associagdo Americana de Diabetes (2020), o DM
pode ser classificada em quatro grandes grupos: Diabetes Mellitus tipo 1 (doenca
autoimune em que ha destruicdo das células produtoras de insulina); Diabetes
Mellitus tipo 2 (doenca cronica causada por uma perda progressiva da produgéo
e/lou da sensibilidade a insulina); Diabetes Mellitus Gestacional (diabetes

diagnosticado durante a gravidez principalmente no segundo ou terceiro trimestre
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de gestacdo) e outros tipos de diabetes (inclui-se monogénicas, diabetes
neonatal, secundaria a doencas do péancreas exocrino, a infeccbes ou a
medicamentos ou apos transplante de 6rgaos).

O diagnéstico do DM é realizado através de exames laboratoriais. A
Sociedade Brasileira de Diabetes (2019) tem como base 0s seguintes exames:
Glicemia em jejum (acima ou igual a 126 mg/dL), Teste de Tolerancia a Glicose 2
horas apds sobrecarga com 75 g de glicose ou glicose ao acaso (acima ou igual
a 200 mg/dL) e Hemoglobina glicada (HbAlc) (maior que 6,5%). A vantagem do
teste de tolerancia a glicose é que pode ser detectavel no inicio da doenca
principalmente da DM2 porque reflete a secregéo de insulina e a vantagem da
HbAlc é que ela mostra os niveis glicémicos dos ultimos 3 meses oferecendo
maior confianga ao resultado e independe de jejum.

Porém, devido a muitos fatores entre eles: inicio insidioso dos sintomas,
inexisténcia de biomarcadores precoces, falta de informacdo e portadores
assintomaticos, a DM pode permanecer indetectavel e/ou ndo diagnosticada por
varios anos, fato esse que favorece o desenvolvimento de complicacdes. E
estimado que cerca de 50% dos casos em adultos ndo sejam diagnosticados e
desses nado diagnosticados 84,3% sejam de residentes de paises em
desenvolvimento (BEAGLEY et al., 2014).

2.1.1 Diabetes Mellitus tipo 2

O DM2 é o tipo de diabetes mais comum, responséavel por cerca de 90%
dos casos. E uma doenca multifatorial caracterizada por deficiéncia de insulina e
resisténcia a insulina, no entanto os individuos portadores de DM2 pelo menos
nos primeiros anos da doenga ndo necessitam de insulinoterapia (ADA, 2020).

A categorizacdo dentro do grupo de diabéticos tipo 2 pode ser uma
ferramenta importante para a individualizagao dos protocolos de tratamento e para
a identificacdo do risco aumentado de complica¢des cronicas, pois 0 DM2 é um
distirbio com poucos sintomas e algumas vezes assintomaticos (BANDEIRA,
2021). Segundo a Sociedade Brasileira de Diabetes (2019), os sintomas classicos
do DM2, mesmo que pouco frequentes, relacionam-se com o quadro de
hiperglicemia sendo: politria, polidipsia, polifagia, perda de peso inexplicavel entre

outros como fadiga e sonoléncia.
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Um dos grandes problemas de doencas crénicas como a DM2, € o
surgimento de complica¢cbes que sdo responsaveis por alterarem a qualidade de
vida do paciente. Pode-se destacar as complicagcdes microvasculares exclusiva
de diabéticos: nefropatia diabética (ND) (caracterizada por hipertenséo, declinio
na taxa de filtracdo glomerular e aumento da excrecdo de albumina); retinopatia
diabética (RD) (caracterizada pelo aumento na permeabilidade vascular e
neovascularizagdo da retina) e neuropatia diabética que é a mais frequente e esta
associada com alteracdes neuropaticas e se relacionam com as outras duas
complicacbes (BANDEIRA, 2021).

Os diabéticos tipo 2 apresentam maior risco no desenvolvimento de
doencas macrovasculares como: doenga coronariana, acidente vascular
encefalico isquémico, insuficiéncia cardiaca e doenca arterial obstrutiva periférica.
Além disso, individuos com DM2 tem uma reducdo de expectativa de vida
estimada em 4 a 8 anos em relagéo a ndo diabéticos (SBD, 2019).

Além do controle da hiperglicemia que € o principal fator predisponente do
DM2, se faz necessario o controle da pressao arterial e das variaveis lipidicas,
ambos fatores de risco para o desenvolvimento de DM2 e/ou de complicacdes
cronicas. Com o devido controle, acompanhamento médico, estilo de vida
saudavel e terapia medicamentosa adequada, os pacientes diabéticos tipo 2

conseguem ter uma qualidade de vida adequada e saudavel (IDF, 2019).

2.2 ADIPONECTINA

A adiponectina € um horménio produzido pelos adip6citos com a atividade
principal de sensibilizar os 6rgdos aos efeitos da insulina, mas além disso a
ADIPOQ realiza efeitos importantes sobre o metabolismo de &cidos graxos a partir
da B-oxidacdo e também bloqueando a producdo de novas moléculas de acidos
graxos, bloqueia também a sintese de glicose hepatica e estimula a captacdo da
glicose sanguinea ja disponivel no organismo. Além disso, a adiponectina é
conhecida como uma molécula antiaterogénica, anti-inflamatéria e antiapoptotica
e por todas essas razdes uma molécula “antidiabética” (NELSON; COX, 2019;
HOLLAND et al., 2011).

Uma metanalise revelou que niveis elevados de adiponectina se associam

com um menor risco de desenvolvimento de DM2 em varias populacdes (LI et al.,
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2009). Ja em populacdo afro-americana um estudo de coorte mostrou uma
relacdo interessante da adiponectina prevendo de forma significativa a diabetes
tipo 2 (HANLEY et al., 2011).

A relacao da adiponectina com obesidade € bem estabelecida na literatura,
a sintese de ADIPOQ e seus niveis sanguineas diminuem com a obesidade ao
passo que aumentam com a perda de peso. Niveis séricos reduzidos de
adiponectina foram encontrados em camundongos com diabetes e obesidade
(NELSON; COX, 2019; MAEDA et al., 2002).

Maiores niveis de adiponectina relacionam-se com maior HDL e por outro
lado menores valores de indice de massa corporea (IMC), circunferéncia da
cintura, triglicerideos, glicemia em jejum, insulina em jejum e também
inversamente proporcional a hipertensao arterial, mostrando menores valores
pressao sistolica e diastélica (MENTE et al., 2013).

Uma melhora da funcdo endotelial mediada pelo aumento da adiponectina
foi relatada em camundongos obesos e diabéticos (WONG et al., 2011). Além
disso, mulheres adultas portadoras de sindromes metabdlicas com menores
niveis de ADIPOQ, se apresentaram com um risco 10 vezes maior de terem
resisténcia a insulina em comparacao com as mulheres que tinham maiores niveis
de adiponectina (SOEBIJANTO; WASPADJI, 2010).

Uma substancia sintética que mimetiza a ADIPOQ, foi testada e
demonstrou efeitos bastante semelhantes aos da adiponectina em camundongos
com dieta rica em lipideos, entre os efeitos destacam-se: melhora da resisténcia
a insulina e melhora da intolerancia a glicose. Em outros modelos de roedores
obesos a substancia sintética amenizou o DM (IWABU et al., 2013). Além disso,
a suplementacdo de adiponectina pode auxiliar na restauracédo da sensibilidade
cardiaca no estagio inicial do DM (LI et al., 2016).

O gene ADIPOQ e principalmente sua regido promotora € uma area que
contam com a presenga de bastante SNPs (Polimorfismos de Nucletideos
Unicos). Além disso, o ADIPOQ é um gene de grande interesse por parte dos
estudos de DM2, pois apresenta uma suscetibilidade promissora para a diabetes
(ZHA et al., 2017)

As concentracfes séricas de adiponectina e variantes genéticas em
ADIPOQ (rs182052 e rs17300539) participam do processo de patogénese de

doencas cardiovasculares em diabéticos tipo 2 (FOUCAN et al., 2014). Outros
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polimorfismos tais como: rs12637534, rs16861209 e rs17366568 também
estiveram relacionados com altera¢des na concentracao de adiponectina além de
contribuirem para o desenvolvimento de DM2 (PETERS et al., 2013).

Os dois receptores principais responsaveis pela acédo da adiponectina séo
o ADIPOR1 e o ADIPOR2 que sao codificados por genes que situam-se
respectivamente nas regides cromossomicas 1p36.13-g41 e 12p13.31. ADIPOR1
esta expresso principalmente no musculo estriado esquelético (MEE) e tem
afinidade principalmente pela adiponectina globular, o ADIPOR2 por sua vez é
predominante no figado com afinidade pela adiponectina de comprimento total
(YAMAUCHI et al., 2003).

2.2.1 Receptor de adiponectina 1

O receptor de adiponectina 1 foi descrito pela primeira vez por Yaumuchi e
colaboradores em 2003, como um receptor com uma afinidade maior pela
adiponectina globular e expresso em varios locais como hepatdécitos, adipécitos e
células-beta, porém sua localizacdo é predominantemente no MEE.

O ADIPORL1 é um receptor acoplado a proteina G cuja sinaliza¢do acontece
por meio da ativacdo da proteina-cinase ativada por adenosina monofosfato
(AMPK). A AMPK quando ativada, regula varias enzimas que desencadeiam
variadas respostas no organismo, no geral ha uma inibicdo de atividades que
consomem energia e esse mecanismo afeta o metabolismo de carboidratos,
lipideos e proteinas no coracdo, no MEE, no cérebro, nas células -beta, figado e
no proprio tecido adiposo (Figura 1) (NELSON; COX, 2019).

Quando o ADIPOQ é produzido e liberado pelos adipdcitos o hormdnio se
liga ao ADIPOR1 que ativa a sinalizacéo intracelular através da AMPK que por
sua vez ativa por fosforilacédo a fosfofrutocinase (PFK-2) e os transportadores de
glicose 1 e 4 (GLUT1 e GLUT4), desencadeando efeitos como o aumento da
glicdlise e 0 aumento do transporte de glicose, enquanto inativa a glicogénio-
sintase (GS) dessa forma diminuindo a sintese de glicogénio. Por outro lado, ha
uma inibicho em enzimas relacionadas ao metabolismo lipidico como: &cido
graxo-sintase 1 (FAS 1), acetil-CoA-carboxilase (ACC), lipase sensivel a hormonio
(HSL), HMG-CoA-redutase (HMGR) e aciltransferase (GPAT) gerando uma

diminuicdo na sintese de acidos graxos, colesterol e triacilglicerol, ao passo que
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aumentam a oxidacdo dos acidos graxos. Por fim, também inativam o fator de
alongamento 2 (eEf2) e o alvo mecanistico do complexo 1 da rapamicina
(mMTORCL1) fatores necessarios para a sintese proteica (Figura 1) (NELSON;
COX, 2019).

Figura 1 - Esquema das enzimas e tecidos-alvo da sinalizacdo do ADIPORL1 atraves
da AMPK e seus efeitos fisioldgicos.
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fisiolégico cardiaca de glicose acidos graxos dacidos graxos ' isoprenoides triacilglicerol glicogénio proteica
Enzima- GLUT1 FAS | eEF2
-alvo PFK-2 GLUT4 ACC HSL HMGR GPAT GS mTORC1
4 A X X X X X X
|
Tecido \\\ v //,
J‘qumd — adiposo —> tAdiponectina—»> (&) = AMPK ~ (M) <— Exercicio
prolongado; se retrai - ~
inanicdo /1 [ X
Tec;?o(; Coracao Musculo esquelético Cérebro Células f-pancredticas Figado Tecido adiposo
=alv
Efeito | 1 Oxidagdo de t Oxidagao de t Compor- |} Gasto de | Secrecdode | Sintese de acidos } Sintese de acidos
fisiolégico | dcidos graxos acidos graxos tamento  energia insulina graxos graxos
t Captacdo de glicose t Captacdo de glicose alimentar { Sintese de colesterol } Lipdlise
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Fonte: NELSON; COX, 2019.

O comprometimento da sinalizagdo de ADIPOR1 se mostrou como
responsavel pela perda da cardioprotecdo no DM e no mesmo estudo foi
demonstrado que apos a inducédo da diabetes a expressao de ADIPOR1 teve uma
reducdo significativa em ratos (LI et al., 2016). Em individuos com histérico familiar
de DM2, os niveis de ADIPOR1 foram menores em comparagao as pessoas sem
histérico e em contrapartida uma maior expressao do receptor relacionou-se com
uma melhor sensibilidade a insulina (CIVITARESE et al., 2004).

Um agonista sintético do receptor de adiponectina teve resultados
importantes frente a nefropatia diabética associada ao DM2, produzindo uma
melhora na lesdo de poddcitos e nas células glomerulares (KIM et al., 2018). Uma
isoflavona vegetal por sua vez foi testada em ratos com ND e restaurou pelo
menos de forma parcial a expressao de ADIPORL in vitro e in vivo, além de propor
gue o ADIPOR1 desempenha um papel critico na ND (YANG et al., 2020).
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As variantes genéticas em ADIPOR1 exercem uma influéncia sobre o risco
de DM mesmo que independa das concentracdes de adiponectina. Dois SNPs
especialmente (rs1342387 e rs12733285) relacionaram-se com um aumento de
aproximadamente 18% das chance de desenvolvimento de diabetes (MATHER et
al., 2012). Os polimorfismos em ADIPOR1 contribuem também para
suscetibilidade a DM2 e DAC (Doenca Arterial Coronariana) simultaneamente ou
nao (JIN et al., 2014).

2.3 POLIMORFISMO RS266729 DO ADIPOQ

O polimorfismo rs266729 (11377C>G) esta situado na regido promotora do
gene ADIPOQ e realiza a conversao de uma citosina por uma guanina (Figura 2)
e tal gene localiza-se na regido cromossdmica 3927 que é descrita como um l6cus
de susceptibilidade & sindromes metabdlicas e diabetes tipo 2 (VIONNET et al.,
2000).

Figura 2 - Localizagao do rs266729 no gene ADIPOQ.
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Fonte: Autor

Esse polimorfismo € amplamente estudado no contexto de véarias doencas
e etiologias. Um exemplo disso, sédo estudos recentes mostrando uma associagao
do alelo G do rs266729 com susceptibilidade a cancer colorretal sendo um risco
aumentado para individuos com IMC>24kg/cm? e um aumento do risco de
adenocarcinoma pancreatico, assim como outros dois polimorfismos de ADIPOQ
rs1501299 e rs2241766 (HUNG et al., 2020; MOHAMED et al., 2019).

O alelo G se associa com menores niveis de adiponectina mesmo em

populacdes distintas como americanos, chipriotas e russos (ZHANG et al., 2009;



23

CHRISTODOULOU et al., 2020; SMETNEV et al., 2019). Em mexicanos ainda, o
alelo G do polimorfismo associou-se como fator de risco para o desenvolvimento
de sindromes metabdlicas (ROBLES et al., 2020).

Meta-analise realizada sugeriu que 0 rs266729 aumenta o risco de diabetes
gestacional na Asia e Europa, porém na populacdo do Estados Unidos o risco foi
diminuido (BAI et al., 2020). Houve ainda uma associa¢do com uma anormalidade
da tolerancia a glicose pdés-parto e o polimorfismo em japonesas com diabetes
gestacional recente (KASUGA et al., 2019).

Resultados apontando uma relacéo do polimorfismo com DAC e desordens
cardiologicas vém se mostrando cada vez mais frequente. Um estudo de coorte
pode observar que o alelo G do rs266729 associou-se com a prevaléncia de DAC
e angina instavel, por sua vez uma meta-analise pdde afirmar que essa variante
nesse mesmo alelo se associa com a suscetibilidade a DAC em determinadas
populacdes junto com outros trés polimorfismos de ADIPOQ: rs822395,
rs1501299 e rs2241766. Outra meta-analise indicou que o rs266729 em seus
modelos de gendtipos GG ou CG se associaram com um aumento no risco de
doencas cardiovasculares (SMETNEV et al., 2019; WANG et al., 2019; KANU et
al., 2018).

O HDL foi um parametro lipidico alterado associado com o gendétipo GG e
GC do polimorfismo. O alelo G relacionou-se com o peso corporal, circunferéncia
abdominal, percentual de gordura e IMC elevados (KAFTAN; HUSSAIN, 2015;
ZADJALO et al., 2013). O gendtipo GG indicou de forma significativa uma
suscetibilidade para DM2 em egipcios obesos (ALY et al., 2020).

A frequéncia do alelo G é significativamente maior em individuos com DM2
comparado a nao diabéticos (KAFTAN; HUSSAIN, 2015). Além disso, o alelo
mostrou um maior risco de DM2 em russos e espanhédis além de estarem
relacionados com maiores taxas de hiperglicemia em obesos (SMETNEC et al.,
2019; DE LUIS et al., 2020).

O alelo G ainda aumenta o risco de DM2 em 1,13 vezes em comparagao
aos ndo portadores do alelo. Além disso, os individuos com o genétipo GG
comparado a CC tém um aumento de risco de trés vezes para desenvolver DM2,
ja para o grupo de heterozigoto o aumento chega a ser duas vezes maior
comparado ao gendétipo CC (SUN et al., 2017; KAFTAN; HUSSAIN et al., 2015).
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2.4 POLIMORFISMO RS7539542 DO ADIPOR1

O polimorfismo rs7539542 (10225 G>C), localiza-se na 3’'UTR do gene
ADIPOR1 que por sua vez esta presente no cromossomo 1 (Figura 3). Esse
polimorfismo realiza a conversdao de uma guanina por uma citosina e frequéncia
dos alelos e sua distribuicdo em diferentes populacdes sao distintas e esse
polimorfismo ainda é pouco explorado na literatura (ncbi.nlm.nih.gov, 2021).

Figura 3 — Localizagéo do rs7539542 no gene ADIPORL.
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Fonte: Autor

Porém, estudos e meta-analises indicam uma relacdo do rs7539542 com
alguns tipos de cancer. Pode haver uma associacao do polimorfismo com cancer
colorretal em asiaticos e com o risco de cancer de prostata em americanos (YE et
al., 2015; KAKLAMANI et al., 2011). Também ha relacdes significativas do SNP
com o cancer de mama, onde em sua etiologia tem a participacdo da adiponectina
e € mais comum em mulheres obesas e diabéticas (KAKLAMANI et al., 2008).

Uma importante descoberta foi em relagcéo ao genétipo GG do polimorfismo
e transcricdo de ADIPOR1, pois GG atua diminuindo a quantidade de RNA
mensageiro (RNAmM) em que apresenta de 30 a 40% menos RNAmM comparado
aos outros dois genotipos GC e CC (KAKLAMANI et al., 2008; SOCCIO et al.,
2006).

O alelo G do rs7539542 ja esteve associado com DAC em pessoas sem
diabetes, o gendtipo GG associou-se com DAC em diabéticos e o gendtipo GC
pode aumentar o risco de DAC em diabéticos tipo 2 (LI et al., 2016; SOCCIO et
al., 2006; JIN et al., 2014). No entanto, para o gendtipo GC houve um estudo
controverso em que relacionou-o com maiores niveis de HDL em portadores de
DM2 (YEH et al., 2008).
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O gendtipo GG mostrou um risco aumentado de DM2 em mulheres (QI et
al., 2007). Além disso, o mesmo genotipo teve relagbes significativas com
parametros lipidicos como: IMC, circunferéncia abdominal e espessura de pregas
cutaneas, sendo o GG o gendtipo com maiores valores dessas variaveis em
mexicanos (RICHARDSON et al., 2006).

Por outro lado, um estudo Finlandés de Prevencéo ao Diabetes associou o
gendtipo CC do rs7539542 com maiores niveis de insulina em jejum em pacientes
homens com tolerancia a glicose prejudicada, porém foi demonstrado também que
portadores do alelo C tiveram os niveis mais elevados de glicose em jejum na
mesma populacao (SIITONEN et al., 2006).

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar os efeitos dos polimorfismos rs266729 do gene ADIPOQ e
rs7539542 do gene ADIPOR1 sobre parametros clinicos, bioquimicos,
antropométricos e do estresse oxidativo em pacientes portadores de diabetes

mellitus tipo 2.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Associar os trés genotipos do rs266729 com os parametros clinicos,
bioquimicos, antropométricos e do estresse oxidativo dos pacientes
diabéticos da amostra;

e Realizar a andlise da associacao dos trés genadtipos do rs7539542 com o0s
parametros clinicos, bioquimicos, antropométricos e do estresse oxidativo
dos pacientes diabéticos da amostra;

e Analisar os individuos que simultaneamente portam o alelo de risco para
ambos os polimorfismos versus os néo portadores do alelo de risco, com
0s parametros clinicos, bioquimicos, antropométricos e do estresse

oxidativo dos pacientes diabéticos da amostra.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CARACTERIZACAO DA POPULACAO

Todos os participantes incluidos no estudo tem a partir de 40 anos de idade
e sdo portadores de DM2 com diagndstico de 5 a 10 anos. A amostra € composta
por 107 pacientes que foram recrutados e atendidos nos ambulatorios do Hospital

Universitario Lauro Wanderley (HULW) da Universidade Federal da Paraiba.

4.2 ASPECTOS ETICOS

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa em Humanos
do Hospital Universitario Lauro Wanderley (parecer de nimero 1.335.108). Todos
0s participantes incluidos no estudo foram esclarecidos da proposta e objetivo do
projeto e deram seu consentimento através de assinatura do TCLE (Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido).

4.3 DETERMINACOES DOS PARAMETROS

4.3.1 Parametros clinicos

Os portadores de retinopatia diabética foram diagnosticados por um
oftalmologista do HULW através do exame de fundoscopia. A nefropatia diabética
foi diagnosticada por um médico especialista em nefrologia do HULW apoés
consulta e andlise do resultado da dosagem de microalbuminudria. Na amostra
correspondente 47 pacientes apresentaram nefropatia e/ou retinopatia diabética,
enquanto os outros 60 pacientes ndo foram diagnosticados com nenhuma das
duas complicacdes. Os pacientes com consentimento através do TCLE cederam
informacdes pessoais e clinicas ja diagnosticadas anteriormente e auto referiram

a presenca ou auséncia de hipertensao arterial.

4.3.2 Parametros bioquimicos
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Para a determinacdo da hemoglobina glicada (%), proteina C reativa
(mg/dL) e microalbuminuria foi utilizado o método de imunoturbidimetria, para a
creatinina sérica o método utilizado foi o picrato alcalino enquanto que para
glicemia utilizou-se o método da glicose oxidase e todos foram realizados com kits
comerciais seguindo as orientacées do fabricante (Labtest, Lagoa Santa, MG,
Brasil).

Os parametros lipidicos colesterol total (mg/dL) e triglicerideos (mg/dL)
foram analisados por método enzimatico Trinder enquanto que o colesterol de alta
densidade (HDL) foi por ultracentrifugacdo-detergente seletivo ambos por kits
comerciais da Labtest. Ja para o colesterol de baixa densidade (LDL) sua
determinacdo se deu pela féormula de Friedewald apresentada como: [LDL] =
[COLESTEROL TOTAL] — [HDL — [TRIGLICERIDEOS /5]. Todos 0s exames
citados foram determinados através de amostras do sangue dos pacientes com

excecao da microalbuminuria que foi determinada a partir da urina de 24 horas.

4.3.3 Parametros do estresse oxidativo

O malondialdeido foi dosado através da reacao do acido tiobarbittrico com
os produtos de decomposi¢do dos hidroperéxidos (OHKAWA, OHISHI, YAGI,
1979) determinado através da leitura em espectofotbmetro. Para a capacidade
antioxidante total utilizou a reacdo de reducdo do radical 2,2 difenil-1- picril-
hidrazila por método colorimétrico e lido em espectofotébmetro (BRAND-WILLIAMS
et al., 1995).

4.3.3 Parametros antropométricos

As varidveis antropométricas indice de massa corpérea (IMC) e
circunferéncia abdominal foram determinadas através de instrumentos adequados
por nutricionista da equipe, o IMC foi representado em kg/cm? e a circunferéncia
da cintura em centimetros.

4.4 EXTRACAO DO DNA

O DNA foi isolado através dos leucdcitos seguindo o protocolo de Miller
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(MILLER et al., 1988). O protocolo consiste em inicialmente, diluir a amostra de
sangue em uma solucdo contendo Tris-HCI, EDTA, sacarose e Triton-X 1%, a
solucdo é centrifugada e descarta-se o sobrenadante, repete-se 0 processo por
cerca de trés vezes, 0 objetivo dessa etapa é realizar a lise das hemacias e
descarta-las.

O precipitado vindo da primeira etapa € ressuspenso em outra solucéo que
contém Tris-HCI, dodecil sulfato de sodio, EDTA e proteinase K, a solu¢do com a
amostra é incubada a 55°C por 7 horas. Essa etapa tem como objetivo a lise dos
leucdcitos para expor seus compartimentos intracelulares, a proteinase K € uma
adaptacao do protocolo afim de reagir e degradar as proteinas que nao sao de
interesse e assim, isolar um DNA mais puro, livre de proteinas e de melhor
qualidade.

Apos a incubacao adiciona-se EDTA e acetato de amonio, a mistura &
centrifugada por 1 minuto e se destina a realizar a precipitacdo das proteinas. O
sobrenadante resultado da centrifugacéo é separado em outro tubo e adiciona-se
isopropanol, afim de realizar a precipitacdo do DNA. O precipitado entéo é lavada
com alcool 70%, seco e ressuspenso em tampéao Tris-EDTA com pH=8. O DNA

isolado é mantido a -20°C para posterior anélises moleculares.

4.5 DETERMINACAO DOS POLIMORFISMOS

4.5.1 Polimorfismo rs266729

A determinacdo dos gendtipos do polimorfismo rs266729 foi realizada
através da técnica de RFLP (Polimorfismo de Comprimento do Fragmento de
Restricdo). A técnica de RFLP consiste na amplificacdo da regido de interesse
através de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase), essa reacdo € possivel
através da utilizagdo do DNA previamente extraido com os dois iniciadores
especificos para a sequéncia génica (F: CATCAGAATGTGTGGCTTGC e R:
AGAAGCAGCCTGGAGAACTG) e a enzima Taq polimerase, a reagdo é
submetida a ciclos de temperaturas especificas no termociclador com temperatura
de anelamento em 65°C e assim a regido é amplificada.

O resultado da amplificacéo é submetido entdo ao processo de digestao (3

horas a 37°C) com a enzima Hhal que é uma endonuclease de restricdo especifica
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capaz de reconhecer os alelos polimorficos do rs266729 (PRIOR et al., 2009). Os
fragmentos caracteristicos dos genétipos foram observados apds a corrida em
eletroforese vertical através de gel em poliacrilamida 15% corado com nitrato de
prata.

Na Figura 2 é possivel a observacao das representacdes dos trés genotipos
possiveis para o rs266729 em trés amostras de pacientes diferentes. O gel de
poliacrilamida tem como base o Padréo de Peso Molecular (PPM) de 50 pares de
base (pb). A coluna 1 representa o gendtipo GG com os fragmentos de 121pb e
42pb, a coluna 2 indica o genoétipo CG (163pb, 121pb e 42pb) e a coluna 3 o

gendtipo CC com somente a banda de 163pb.

Figura 4 - Representacdo do gel de poliacrilamida com os fragmentos do
polimorfismo rs266729.
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200pb
150pb

100pb
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PPM 50pb= Padrao de Peso Molecular de 50 pares de base. Coluna 1= Genétipo GG; Coluna 2=
Genotipo GC; Coluna 3= Gendtipo CC. Fonte: Autoria Prépria.

4.5.2 Polimorfismo rs7539542

Em relacdo ao polimorfismo rs7539542, utilizou-se a técnica de RFLP,
iniciando com PCR que nesse caso utiliza: DNA molde, os dois iniciadores
especificos da regidao do gene ADIPORL1 (F: GCACCCAGCCCTGAGAATCT,; R:
CCGGCTAATCATGGAAGTGTGT) e a enzima Tag polimerase. Apés a
amplificagéo da regido de interesse com a temperatura de anelamento de 65°C, o
DNA amplificado é submetido a processo de digestdo em 37°C por trés horas com

a endonuclease BsmAl (JIN et al., 2014). O resultado dos fragmentos digeridos
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foi realizado através de eletroforese e observado em gel de poliacrilamina 10%
corado com gel Red (Biotium®) que é possivel a obervacdo através de
transiluminador de ultravioleta.

Na Figura 3, pode-se observar como 0s genoétipos sédo representados no
gel de poliacrilamida ap6s a corrida da eletroforese tendo como base o PPM de
100pb representado na coluna 1. Na coluna 2 se observa apenas um fragmento
em 542pb o que representa o gendtipos GG, na coluna 3 ha trés fragmentos:
542pb, 349pb e 193pb, isso é representativo do genotipo GC e na coluna 4 ha
dois fragmentos: 349pb e 193pb o que indica o gendtipos CC. Ao final das 107
andlises dos pacientes, foram repetidos 10% da amostra afim de confirmar os
genotipos ja estabelecidos.

Figura 5 - Representacdo do gel de poliacrilamida com os fragmentos do

polimorfismo rs7539542.
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Coluna 1= padrao de peso molecular de 100 pares de base; Coluna 2= genétipo GG; Coluna 3=
gendtipo GC; Coluna 4= genétipo CC. Fonte: Autoria prépria.

4.6 ANALISES ESTATISTICAS

Todos os dados genéticos, bioquimicos e antropométricos foram
organizados em banco de dados no programa IBM SPSS Statistics versao 25
onde as analises estatisticas também foram realizadas. Para as variaveis
categoricas utilizou-se o teste Exato de Fisher representado com o valor bruto, a
porcentagem em relacdo a classificacao genotipica e a razao de risco.
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Para as variaveis continuas, os dados foram avaliados inicialmente de
acordo com sua normalidade pelo teste de normalidade de Shapiro-Wilk para
grupos com n<50 e Kolmogorov Smirnov para n>50. Os dados analisados com
dois grupos amostrais que foram considerados normais utilizou-se o teste
paramétrico de t de Student (média + desvio padrdo) e quando os dados ndo eram
homogéneos, utilizou-se o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney [mediana
(intervalo de confianca de 95%)]. Para analises contendo trés amostras
independentes foi utilizado o teste de analise de variancia (ANOVA) apresentado
com meédia * desvio padrdo. Para todos os testes citados, considerou-se

significante os valores de p<0,05.

5 RESULTADOS

Os participantes do estudo foram categorizados de acordo com o genaotipo
gue portam para os dois polimorfismos em questédo. Para o polimorfismo rs266729
do gene ADIPOQ foram 73 pacientes com o genétipo CC, 27 com CG e 7 com
GG e a distribuicdo dos gendétipos do polimorfismo se encontra em Equilibrio de
Hardy-Weinberg com valor de p= 0,8084 e X2= 3,6777. A Tabela 1 mostra as
analises estatisticas realizadas associando os trés genoétipos com os parametros
clinicos, bioquimicos, antropométricos e do estresse oxidativo para o polimorfismo
rs266729.

O polimorfismo rs266729 mostrou-se associado a hipertenséao (p=0,003),
onde 92,6% do grupo com gendtipo CG sdo hipertensos. Outra relacdo do
gendtipo CG foi que os pacientes do grupo tiveram 0s menores niveis de
capacidade antioxidante total em comparac¢éo ao GG e CC (p=0,014). Além disso,
o parametro hemoglobina glicada também foi uma variavel significativa para o
polimorfismo (p=0,027) onde os portadores do gendétipo GG apresentaram 0s
maiores niveis de hemoglobina glicada comparado aos outros dois genotipos
(Tabela 1).

Tabela 1- Analise dos genotipos do rs266729 da adiponectina nos parametros clinicos,
bioquimicos, antropométricos e do estresse oxidativo.

CC (n=73) CG (n=27) GG (n=7) p

Complicacbes cronicas 35 (47,9%) 9 (33,3%) 3 (42,9%) 0,432

Hipertensdo arterial 44 (60,3%) 25 (92,6%) 3 (42,9%) 0,003* 2
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Insulinoterapia 15 (20,8%) 4 (14,8%) 2 (28,6%) 0,674 ab
Hemoglobina Glicada 8,20 + 0,20 7,74 + 0,28 9,70 £ 0,82 0,027*
Glicemia 162,17 + 5,83 156,52 + 11,51 194,57 + 31,24 0,2622
Colesterol Total 197,68 + 6,29 191,96 + 8,22 184,00 + 21,09 0,7382
HDL 44,83 £ 1,30 42,71 +1,94 38,86 + 3,15 0,3002
LDL 113,54 + 6,02 117,24 + 7,99 111,786 + 21,86 0,9372
Triglicerideos 197,28 + 11,70 179,41 + 16,69 167,29 + 25,54 0,564 2
Creatinina 0,85+ 0,30 0,80 £ 0,04 0,73 +0,90 0,3702
Microalbuminuria 18,48 + 2,65 21,02 + 3,40 28,28 +12,23 0,5092
Proteina C reativa 3,12+ 0,30 2,87+1,76 3,42+1,13 0,8612
Alfa-1-glicoproteina 4cida 82,16 + 1,83 77,83 + 3,47 81,43 + 6,83 0,5062
Capacidade Antioxidante
36,86 + 3,37 21,00 + 4,50 50,00 £ 12,60 0,014*2
Total

Malondialdeido 3,55+0,13 3,43 +0,26 3,69+0,42 0,8442

indice de Massa
i 29,47 + 0,55 29,68 + 0,79 26,07 £ 0,79 0,1782

Corporea

Circunferéncia

_ 104,44 + 1,25 104,19 + 2,52 94,14+ 2,11 0,0672
Abdominal

*Resultado estatisticamente significativo. a= Teste de ANOVA (média + desvio padrdo). ab= Teste de
ANOVA com variaveis categéricas (quantidade bruta e %)

Em relagdo ao polimorfismo rs7539542 do gene ADIPOR1 foram 19
pacientes com o genoétipo GG, 56 com GC e 32 com CC e a distribuicdo dos
gendtipos do polimorfismo se encontra em Equilibrio de Hardy-Weinberg,
conforme o valor de p = 0,5607 e X2=0,4168.

A Tabela 2 demonstra as andlises realizadas associando os trés genotipos
do polimorfismo rs7539542 com o0s parametros clinicos, bioquimicos,
antropométricos e do estresse oxidativo. Conforme explanado abaixo, ndo foram
encontrados resultados significativos estatisticamente para a associacao dos trés

genaotipos com os parametros de interesse (Tabela 2).

Tabela 2- Andlise dos gendtipos do rs7539542 do receptor de adiponectina nos
parametros clinicos, bioquimicos, antropomeétricos e do estresse oxidativo.

GG (n=19) GC (n=56) CC (n=32) p
Complicacbes cronicas 6 (31,6%) 26 (46,4%) 15 (46,9%) 0,496 2
Hipertensdo arterial 13 (68,4%) 38 (67,9%) 21 (65,6%) 0,6132
Insulinoterapia 5 (26,3%) 9 (16,4%) 7 (21,6%) 0,971
Hemoglobina Glicada 8,11+0,32 8,14 + 0,25 8,30 + 0,29 0,9022
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Glicemia 169,21 + 14,15 161,56 + 7,65 161,38 + 8,47 0,8602
Colesterol Total 187,16 + 12,29 194,42 + 6,93 201,80 £ 8,59 0,604 2
HDL 47,37 +2,54 42,47 +1,54 44,34 + 1,55 0,222a
LDL 106,01 + 11,22 116,41 +£6,70 115,74 £ 8,57 0,7192
Triglicerideos 171,37 £ 18,10 185,25 + 13,52 212,08 + 16,01 | 0,2752
Creatinina 0,82 +0,52 0,83+0,34 0,83+0,42 0,9772
Microalbuminuria 10,86 + 2,75 21,57 + 3,33 19,76 £ 2,14 0,1562
Proteina C reativa 3,04 +0,44 3,44+ 0,39 2,46 £ 0,42 0,2474
Alfa-1-glicoproteina 4cida 80,05 + 4,18 81,45+ 2,18 80,83+ 2,77 0,9472
Capacidade Antioxidante
33,47 £ 5,82 32,82+ 3,75 35,44 +5,71 0,9192
Total
Malondialdeido 3,65+ 0,30 3,36 +0,14 3,73+0,11 0,3302
indice de Massa
i 29,49 +1,05 29,48 + 0,88 29,30+ 0,46 0,9332
Corporea
Circunferéncia
106,37 +£ 1,93 103,24 + 1,46 102,94 + 2,36 0,527a
Abdominal

a= Teste de andlise de variancia (ANOVA) (média + desvio padrdo). ab= Teste de ANOVA com
varidveis categodricas (quantidade bruta e %)

Por fim, na Tabela 3 realizou-se uma analise simultdnea dos genétipos dos
dois polimorfismos (r266729+rs7539542). Houveram 23 pacientes com o genaotipo
CC para ambos os polimorfismos simultaneamente e 25 pacientes portadores do
alelo G para os dois polimorfismos. Os parametros analisados foram os mesmos
clinicos, bioquimicos, antropomeétricos e do estresse oxidativo analisados para os
polimorfismos separadamente, porém no caso da andlise simultdnea n&do houve
diferenca em nenhuma das variaveis conforme as analises estatisticas realizadas
(Tabela 3).

Tabela 3- Analise simultdnea dos gendtipos do rs266729 da adiponectina e
rs7539542 do receptor de adiponectina nos parametros clinicos, bioguimicos,

antropometricos e do estresse oxidativo.

CC para os dois CG+GG para os dois

polimorfismos polimorfismos p
(n=23) (n=25)
_ ) 11 (47,8%) 8 (32,0%)
Complicag8es crdnicas 0,377¢

1,40 (0,79-2,50)
14 (60,9%)

0,72 (0,40-1,32)
21 (84,0%)

Hipertenséo arterial 0,1064
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0,58 (0,34-0,99) 1,95 (0,83-4,60)
) . 5(21,7%) 4 (16,0%)

Insulinoterapia 0,719d

1,21 (0,61-2,37) 0,83 (0,38-1,81)
Hemoglobina Glicada 8,47 + 0,36 8,24 + 0,38 0,678
Glicemia 174,35+ 10,15 177,36 £ 14,19 0,866"
Colesterol Total 196,68 + 8,27 187,92 £ 9,07 0,483"
HDL 44,35+ 1,86 41,04 £2,01 0,236"
LDL 109,45 £ 9,72 110,47 £8,20 0,936°"
Triglicerideos 237,42 +17,79 191,75+18,46 0,083
Creatinina 0,80 + 0,05 0,72 +0,33 0,178"

15,00 13,00
Microalbuminuria 0,877¢
(12,91-31,99) (10,84-28,58)

Proteina C reativa 3,76 £ 0,80 4,12 + 7,60 0,742
Alfa-1-glicoproteina acida 80,33 + 4,80 80,33+ 4,52 0,959 b
Capacidade Antioxidante 41,00 13,00 0.311¢

Total (27,96-56,65) (18,24-42,24) ’
Malondialdeido 3,93+0,18 3,55+ 0,23 0,218"
. 29,67 27,92
Indice de Massa Corpérea 0,476¢
(27,95-32,47) (27,27-31,82)
Circunferéncia Abdominal 104,64 + 2,88 103,96 + 2,52 0,860

b= Teste t de Student (médiatdesvio padrdo); c= teste Mann-Whitney (mediana e intervalo
de confianga 95%); d= Exato de Fisher;

6 DISCUSSAO

Para o rs266729 da adiponectina observou-se associagdo com o parametro
de hipertenséao arterial em que 92,6% do grupo de portadores de CG que além de
diabéticos tipo 2 sdo também hipertensos (p=0,003).

A adiponectina em niveis mais baixos esta relacionada com hipertenséao
arterial, assim como outras disfun¢des vasculares e cardiovasculares (ONG et al.,
2010; PATEL et al., 2007). Por sua vez, individuos portadores de pelo menos um
alelo G do polimorfismo rs266729, apresentam menores niveis de adiponectina
(AVERY et al., 2011; ZHANG et al., 2009).

O alelo G associou-se com um aumento de estenose coronariana e fatores
de risco para doencas cardiovasculares e também demonstrou um aumento de 1
a 2% na pressao sistélica arterial (AVERY et al., 2011; PATEL et al., 2007). Dessa
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forma, alguns estudos relacionam o alelo G do polimorfismo com maiores chances
de hipertensédo arterial em chineses, e dois estudos realizados na China
mostraram tais resultados (ONG et al., 2010; JIANG et al., 2014). Além de uma
meta-analise sugerir que o gendtipo GG especificamente pode aumentar os
valores da presséao arterial em até 43% (FAN et al., 2017).

No presente estudo, foi encontrado a associacdo apenas para 0 genotipo
CG, que por sua vez porta um dos alelos de risco que é o alelo G. Porém ainda,
especificamente o gendtipo CG esteve associado com a pré-eclampsia
(MACHADO et al., 2014). Além disso, o0 grupo de heterozigotos também associou-
se com DAC na populacdo geral, em europeus e asiaticos (ZHOU et al., 2012;
KANU et al., 2018).

Outra associacao importante observada para os individuos heterozigotos
do rs266729 foi em relacdo a capacidade antioxidante total (p=0,014), onde os
portadores do gendtipo CG tiveram a menor capacidade antioxidante total
comparado aos outros dois genotipos homozigotos GG e CC.

A adiponectina com suas atividades de atenuacado de estresse oxidativo e
inflamacéo, reduz o estresse oxidativo induzido por glicose e apoptose além de
desempenhar protecdo de células cardiacas (XING et al., 2012). A hipertensao
arterial é associada com a capacidade antioxidante total de maneira inversamente
proporcional, quanto menor a capacidade antioxidante total maior o risco de
hipertenséo arterial (VILLAVERDE et al., 2019). No presente trabalho pode-se
demonstrar que justamente os individuos com o genétipo CG sdo mais propensos
a hipertensdo arterial e de terem menores niveis da varidvel capacidade
antioxidante total.

A literatura carece de resultados do polimorfismo rs266729 com estresse
oxidativo e principalmente com a capacidade antioxidante total, no entanto Prior e
colaboradores (2009) demonstraram que o genétipo GG do SNP se associou com
um aumento na capacidade antioxidante total, fato que curiosamente também
aconteceu na pesquisa aqui realizada.

Ainda sobre o polimorfismo da adiponectina, o genétipo GG relacionou-se
significativamente com a hemoglobina glicada (p=0,027), tendo o genotipo GG os
maiores niveis da variavel comparado a CC e CG. A relacdo especificamente da
hemoglobina glicada e o polimorfismo rs266729 ainda nao foi demonstrada com

clareza na literatura. Porém, pesquisas recentes demonstraram que GG aumenta
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o risco de DM2 em egipcios e iranianos (ALY et al., 2020; ALIMI et al., 2021). O
mesmo gendtipo indica uma suscetibilidade a DM2 cerca de trés vezes mais se
comparado a CC e duas vezes mais comparado ao CG. (KAFTAN; HUSSAIN et
al., 2015).

Além disso, o alelo G relaciona-se com variaveis glicémicas importantes,
como: niveis mais baixos de adiponectina circulante, maiores niveis de insulina e
de HOMA-IR (indice de avaliagdo de resisténcia a insulina) além de um risco
aumentado de hiperglicemia em obesos (DE LUIS et al., 2020).

Na amostra correspondente, quando realizada a anélise do polimorfismo
rs7539542 do ADIPORL1 sozinho e a analise simultanea do rs7539542+rs266729
nao foram observadas associagfes significativas para nenhum dos parametros
estudados. Em relacdo ao rs7539542 do receptor de adiponectina 1 alguns
estudos também ndo mostraram associacbes em analises semelhantes a
presente e/ou em populacdo diabética (RIZK et al., 2011; KIM et al., 2009;
DAMCOTT et al., 2005). Em relacédo a andlise simultanea dos dois polimorfismos
€ algo inédito que pode ser melhor explorado em estudos maiores, ja que na
presente pesquisa 0s grupos comparativos ficaram com o nimero experimental
pequeno.

Porém, ainda é valido continuar a investigacao dos polimorfismos rs266729
e rs7539542, j4 que sao polimorfismos que modificam a expressao génica da
adiponectina e seu receptor respectivamente (ZHANG et al., 2009; KAKLAMANI
et al.,, 2008) e sdo de grande importancia principalmente para disturbios
metabdlicos como obesidade e diabetes (SMETNEC et al., 2019; DE LUIS et al.,
2020).
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7 CONCLUSOES

e Pacientes diabéticos tipo 2 portadores de genétipo CG do rs266729 podem
ser mais propicios ao desenvolvimento de hipertenséo arterial e de terem
menor capacidade antioxidante total, enquanto que o genétipo GG do
polimorfismo tem potencial relacdo com maior hemoglobina glicada;

e O polimorfismo rs7539542 e a associacdo simultdnea do
rs7539542+rs266729 parecem nao influenciar nos parametros clinicos,
bioquimicos, antropométricos e do estresse oxidativo na amostra estudada;

e Com os resultados do presente estudo, informacdes importantes sao
adicionadas no contexto da etiologia genética da DM2, assim como um
melhor entendimento da fisiologia da adiponectina e de seu receptor;

e Estudos maiores e mais robustos sdo necessarios, para a elucidacdo dos
polimorfismos rs266729 e rs7539542 em parametros clinicos, bioquimicos,
antropométricos e do estresse oxidativo em diferentes populacdes de

diabéticos.
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APENDICES

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocés estdo convidados a participar de uma pesquisa que recebe o titulo: Analise dos
diabéticos usudrios do SUS atendidos em servico de referéncia de Jodo Pessoa que visa
avaliar alguns fatores genéticos, que sdo aqueles que herdamos dos nossos pais,
possivelmente envolvidos com complicagdes do diabetes. Caso a relagdo se confirme, novas
estratégias de diagnostico antecipado das lesdes e até de prevencao poderdo ser considerados.

Para participar do estudo sera necessario responder algumas questdes sobre o que vocé
sente e seus eventuais problemas de saude, informacdes que vocé tem a respeito de diabetes e
as atividades fisicas que realiza. Esta entrevista demorara entre 10 e 15 minutos. Vocé ird
também realizar uma coleta de sangue. Sera utilizada uma seringa descartavel e agulha para
coletar uma quantidade de sangue que equivale a duas colheres de sopa. Este procedimento
pode causar um desconforto local e formacdo de hematomas que desaparecem em poucos
dias. Trata-se de um procedimento rotineiro nos postos de coleta dos laboratdrios de anilises
clinicas. Uma amostra de sangue sera encaminhada para um laboratério localizado na UFPB
onde serdo realizadas analises relacionadas a possibilidade de complicagdes no diabetes:
hemoglobina glicosilada, creatinina.

A hemoglobina glicosilada é uma proteina que circula no sangue e a sua medida indica
o quanto ela reagiu com glicose, permitindo estimar a quantidade de glicose média no sangue
num periodo de 2 a 3 meses. A creatinina é um composto que é produzido nos misculos e seu
aumento no sangue pode indicar comprometimento renal, ja que sua eliminacdo acontece
através deste orgdo. Para complementar a investigacio do comprometimento renal também
serd solicitada amostra de urina coletada no periodo de 24 horas. Realizara também exame
nos olhes por médico oftalmologista. OQutra amostra de sangue serd utilizada para avaliar a
capacidade antioxidante da amostra. Esta analise permite avaliar se existem substincias
protetoras suficientes no seu sangue capazes de neutralizar produtos resultantes do
metabolismo normal, denominados radicais livres, que podem ser responsaveis por
complicag¢des na diabetes.

Para se submeter ao exame de DNA vocé devera permitir a coleta de células da mucosa
da boca através de bochecho com uma solugo contendo sacarose, que ndo devera ser
engolida. Esta solugdo devera permanecer na boca por 1 minuto e depois depositada em

recipiente proprio. O referido procedimento é indolor. Esta coleta tem por objetivo extrair
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DNA, que consiste de uma parte das células onde estd armazenado o matenal genético dos
seres vivos. Nela estda o codigo que determina as caracteristicas de um individuo. Apés,
realizada a coleta de células, os pesqusadores wde 1solar o DNA das amostras, e fardo
anilises numa regifio do material genético relacionada ao metabolismo do acide folico, uma
importante vitamina que © orgamismo precisa para estar saudavel Alem disso, serdo
analisadas regifes que permitirio avaliar a capacidade antioxidante do seu metabolismo
através da genética.

Toda a coleta de dados acontecera preservando a sua identidade. Todos os documentos
relacionados a esta pesquisa serio consultados exclusivamente pelos pesquisadores, ndo sendo
permitido o acesso a nenhuma cutra pessoa ou entidade. O material genético serd mantide no
Departamento de Biclogia Melecular, sob gnarda da coordenadora desta pesquisa, podendo
futuramente ser utilizade em outros projetos de pesquisa relaciomades a diabetes. Serdo
utilizados exclusivamente para fins cientificos.

Os resultades obtidos mnesta pesquisa serfo exclusivamente utilizades para fins
clentificos, e quando divulgados ndo citario em nenhum momento o seu nome.

Participandoe ou ndc desta pesquisa, o tratamento ou acompanhamente no Servige ndo
serd afetado. A opgdo de participar fica a sen criténio, € mesmo assinande esse termo, pode
retirar o consentimento a qualguer memento, bastando para isso contatar a pesquisadora
principal sem a necessidade de oferecer qualquer explicagio.

Caso deseje participar, podera optar em ter ou ndo acesso aos resultados do exame
genético. Em caso afirmativo, a pesquisadora agendard um momente oportunc apds a
finalizaglic da coleta de dados para realizar a devolutiva. O beneficio gerado por essa pesquisa
estd na geracdo de informagdes scbre os fatores de nsco que levam a ocoméncia de
complicagdes microvasculares na populagio diabética de Jodo Pessoa. Estas informacdes
poderde resultar no aprimoramento das agdes de prevengio e acolhimente desempenhadas
pelo Sistema Unico de Saide — SUS.

Este documento visa cumprir todas as recomendagfes da resclucio 466/12 que

regulamenta a realizagio de pesquisas em seres humanos no Brasil.

NOME: NASC. [/ |/
ASSINATURA:

Caso tenha dividas a respeito do projeto ou sen andamento, favor contatar a pesquisadora

responsavel, ou o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Laure Wanderley

(CEF/HULW — 4° andar — Fone: (83) 3216-7964).

Email: comitedeeticai@hulw ufpb.br

Pesquisadora responsavel: Darlene Camati Persubn

Departamento de Biologia Molecular - UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
darlenecpi@hotmail com

Assinatura Pesquisadora responsavel

Assinatura do Pesquisador respensivel pela coleta de dados

I DA TR S A
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ANEXOS

ANEXO 1 — Parecer do Comité de Pesquisa em Humanos do HULW

HOSPITAL UNIVERSITARIO . Plotaforma
( } LAURO WANDERLEY/UFPB asil

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Anzlise dos diabéticos usuarios do SUS atendidos em servigo de referéncia de Jodo
Pessoa

Pesquisador: Darlene Camati Persuhn

Area Tematica: Genética Humana:
L1 1did=dE ue pusyuibd 2HvUIvEHIUU Uoinigiiba Muilidailid uo 1Haw 11ouocsdila uc alic lise

ética por parte da CONEP;),
Versdo: 5
CAAE: 20108513.2.0000.5183
Instituigao Proponente: Hospital Universitario Lauro Wanderley
Patrocinador Principal: FUNDACAO DE APOIO A PESQUISA DO ESTADO DA PARAIBA - FAPES

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.335.108

Apresentag¢ao do Projeto:
A diabetes é hoje um dos maiores problemas de saude publica. As complicagdes cronicas decorrentes da
doenga traduzem um imenso gasto da verba plblica destinada a saade. Diante disso, & fundamental a
implantacao de politicas de prevenc¢ao tanto da doenga quanto de suas complicagdes. Trata-se de uma
pesquisa experimental descritiva a ser desenvolvida como Dissertagao de Mestrado e qualro Iniciagdes
ciantifica

Populagdo e amostra: serdo incluidos pacientes diabéticos com tempo de diagnostico entre 5 a 10 anos
atendidos nos ambulatorios de endocrinologla, oftalmelogia e nefrologia dos Centros de Referéncla Hospital
Universitario Lauro Wandarley, CAISI, CAIS de Jaguaribe. Os pacientes selecionados serfio convidados a
participar do estudo através da assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. O presente
projeto sera submetido pela Comiss@o de Etica para Pesquisas em Humanos da Universidade Federal da
Paraiba (NGmero do Parecer; 796,459, Data da Relatoria: 26/08/2014). A devolutiva dos resultados seréd
realizada diretamente aos paciantes que assim o desejarem, assim como através de relatdrio para a
Secretaria Municipal de Saltde e Hospital Lauro Wanderley. Categorizagdo clinica dos pacientes: nos
ambulatorios de oftalmologia (CEROF) e de nefrologia, serao incluidos pacientes cofM\complicagoes
microvasculares |4 instaladas i \

Endereco: Hospital Universitano Lauro Wanderley - 2% andar -  Campus | - UFPB.

Bairro: Cidade Universitara CEP: £8.059.000
uF: PE Municipio:  JOAD PESSOA
Telefone: (B3)3216-75064 Fax: (83)3216-7522 E-mall: comedeetcal t“?

B
Cow:ﬁ\ Pagiea 01 do O7
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HOSPITAL UNIVERSITARIO .= Plataforma
‘ ’ LAURO WANDERLEY/UFPB asil

Cominuaido do Parecer: 1.338.108

e que ja estdo em acompanhamenta/liratamento. No ambulatério de endocrinologia sera questionaca a data
da ultima realizagdoe dos exames de reting, laboratoriais para avaliagio renal e

microfilamento. Caso ndo se disponha do resultado em prontuario ou a avaliagao tenha side realizada ha
mais de um ano, eslas analises serdo realizadas. Desta forma sera possivel caracterizar 0s pacientes com
diagndstico de 5-10 anos ce diabetes que ja apresentam camplicagdes instaladas e identificadas nos
ambulatorios de oftaimolegia e nefrologia, os que apresentam complicagdes sem identificagdo prévia e os
que nao apresentam smais de complicagdo. Variaveis antropométricas, sdcio-demagraficas serdo coletadas
através de insirumento adequado no qual o paciente sera entrevistado para identificagdo da regido de
residéncia, UF de nascimento, idade, sexo, ragalcor, escolaridade, situa¢do conjugal. As

variaveis anlropométricas s3o: peso determinado em balanga, aliura e circunferéncia da cintura que serd
medida por fita métrica. O indice de massa corperal serd caloulado dividinde-se o peso em quilogramas pela
estatura em metros quadrados. A circunferénciz da cntura serd anzlisada segundo pontos de corte da OMS
para avaliar risco metabélico assocado a adiposidads abdominal Analise de complicagbes microvasculares:
Retinopatia

serd realizada por médico oftalmelogista, caso qualquer tipo de comprometimento retiniano seja
evidenciado, o paciente serd incluido no grupo de presenca de complicagdo; a Nefropatia sard
diagnosticada por um médico especialista em nefrologia apos analise do resultado de dosagem de
albumindria afravés da quantificagéo de albumina na urina em amostra aleatdria (exame de triagem). A urina
serd coletada nes ambulatorios e

encaminhada para laboratério responsavel pela analise. Neuropatia sera realizada por profissional de
enfermagem freinaco, através da andlise da perda da sensibiidade protetora, por metodologia validada pelo
Ministéric da Salde, descrita no Manual de Enfermagem de responsabilidade do departamento de
Enfermagem da Socledade Brasileira de Diabetes (2009). A Coleta, andlise genética e extragdo do DNA
Gendémico de células de

mucosa bucal serao coletadas através de um bochecho, por 60 s, de 5 mi de sclugdo de sacarose a 3% e 2
colela de sangue serd realizada para oblengao de leuctoitos através de pungde venosa em fubos estéreis
contendo 7,2 mg de K3EDTA de acordo e seguindo a RESOLUGAO DA ANVISA - RDC N° 34, DE 11 DE
JUNHO DE 2014, que dispde sobre as boas praticas no ciclo do sangue. O conteldo resultante do
bochecho e da coleta sanguinea serdo iransferido para um tube de 15 ml para o isclamento do DNA
gendmico que sera feito por precipitagdo por isopropanol, a amphificacio e genotipagem pelas técnicas de
rezgao em cadeia da polimerase seguida por digestdo com enzimas (PCR-RFLP) e reaqiq"&m cadeia da
pelimerase espacifica para metilagao

Endereco: Hospda Universitano Lauro Wanderley - 2° andar - Campus | - UFPB

Bairro: Cidace Uriversitaria CEP: 53059900 N l
UF: PB Municiplo: JOAQ PESSOA '
Telefone: (33)3216-7964 Fax: (B3)3216-7522 E-mail: mma«mk@
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Conbruscho do Pareces 1335108

referéncia quanto aos indicadores clinicos, laboraterials, socicdemograficos, educacionais e genélicos
relacionados as complicagdes crénicas visando identificar pontos de acerto e de fragilidade da atengao
basica e proposi¢ao ce estratégias de prevengan

Objetive Secundario:

Caracterizar os pacientes quanto as caracteristicas sociodemogréaficas, fatores de risco carclovascular e
presenca de complicagdes;

Genolipar os pacientes incluidos no estudo quanto aos polimorfismes genéticos e metilagéo de genes
envolvidos no metabolismo de grupamentes metd & também o stress oxidativo, ou outras vias de interesse
ao desenvolvimento de complicagdes no diabetes

Analisar o estresse oxcativo dos pacientes incluidos no estudo

Analisar as associagies existentes entre caracteristicas socicdemograficas, fatores de risco
cardiovascular,presenga de complicagdes microvasculares, polimorfismos genéticos
Caracterizar 0s pacientes quanto ao conhecimento que apresentam a respeito do diabetes e a pratica de
atividades fisicas

Fortalecer a Associagdo de Diabéticos de Jo3o Pessoa e anzlisar o mpacto da frequencia &s reunides sobre
a consciéncia que o paciente apresenta acerca do autocuidado através de aplicagdo de questionarios
previamente validados

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

0O nsco da pesquisa esta relaconado com a coleta de sangue que pode trazer desconforto local e formagao
de levas hematomas que desaparecem em poucos dias.

Beneficios:

Os beneficios estdo relacionados a oblengao de dados acerca dos fatores de risco para desenvolvimento de
complicagtes cronicas no diabetes

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um estudo relevante com possibilidade de contribuigdes para ¢ acompanhamento clinico-
laboratorial e evolugdo de pacientes com diabetes no municipio de Jodo Pessoa, bem como foralecer o
pregrama ministerial de atencao ao paciente com diabietes

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria: “ & 'f
Todos os termos de apresentaco cbrigatoria foram apresentados adequadame'r'rte. coniorTe

Enderego:  Hosptal Univarsténe Lacre Wandedey - 2° andar-  Campus | - UFPB.

Bairre:  Cidade Univarstéria CEP: 58 050-90
UF: P Municiplo: JOAD PESSOA o
Telefone:  (33)3216-7054 Fax: [B3|3218.7522 E-mad: comiledes b
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Cordruagdo do Parecer: 1335 528

exipéncia da Resolugdo 466/2012, do CNS. MS.

Recomendacdes:

Recomenda-se que o pesquisador responsavel e damais colaboradores, CUMPRAM, EM TODAS AS
FASES DO ESTUDO, A METODOLOGIA PROPOSTA E APROVADA PELO CEP-HULW. Caso acorram
intercorréncias durante ou apds o desenvolvimento da pesquisa, & exemplo de afteragéo de titulo, mudanga
de local da pesquisa, populagdo envelvida, entre cutras, o pesquisador responsavel devera solicitar a este
CEP, via Plataforma Brasil, aprovagao de tais alteragies, ou buscar devidas orientacdes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Censiderango que a pesquisadora atende adequadamente s recomendagdes inerenles 3 emenda e que o
estudo apresenta viabdidade ética e metodoligica. somos favoraveis 2o desenvolvimento da invesbigagio.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Ratificamos o parecer de APROVAGAQ emitido pelo Colegiado do CEP/HULW em Reunido Ordinéria
realizada no dia 24 de novembro de 2015. Ressaltamos que, antes de iniciar a pesquisa, o pesquisador
responsavel deverd comparecer ao CEP, para recebar o PARECER DE APROVACAQ do projeto.
OBSERVACOES IMPORTANTES

O participante da pesquisa devera receber uma via do Termo de Consentimento na integra, com
assinaturas do pesquisador responsavel e do participarte e/ou do responsavel legal.
. Se o TCLE contiver mais de uma folha, todas devem ser rubricadas e apor assnatura na Gitima folha.

. O panticipante da pesquisa lem a liberdade de recusar-se a participar ou de relirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem qualguer dano ou prejuizo A essisténcia que estsja recebendo.
. O pesquisador devera desenvalver a pesquisa conforme delineamento apravado ne protocolo de pesquisa
€ 50 descontinuar o estudo somente apds andlise das razihes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou,
aguardando seu parecer, excelo quando perceber ris.co ou dano ndo previsto ao sujeito participante ou
quando constatar a supenorndade de regime oferecido 8 um dos grupos da pesquisa que requeiram agio
imediata,
. Eventuais medificagdes ou emendas ao protocolo dewem ser apresentadas ao CEP/HULW de forma clara
& sucinta, Wentificando a parte do protecelo a ser modificada e suas justificativas.

Enderaco: Hospital Untversiano Lawro Wanderky - 2° andsr «+ Carmpus | - UFPB,
Bairro: Cidade Unnersitana CEP. 58030900

UF: P8 Municipio: JOAO PESSOA

Tekefone: |83)3215. 7964 Fax: (8313216.7522 E-mail; comitadeatica’




