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BANDEIRA, V.S. Influéncia do Polimorfismo Arg325Trp no gene do ZnT8
(SLC30A8) no estado nutricional relativo ao zinco de pacientes com diabetes
tipo 2 e sua relagcdo com parametros glicémicos e insulinémicos. 2015. 94p.
Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de
Séo Paulo, S&o Paulo, 2015.

RESUMO

Estudos tém investigado possiveis associagfes do estado nutricional relativo ao
zinco de individuos com diabetes e o controle metabdlico da doenca, e mais
recentemente tem-se procurado avaliar a influéncia do polimorfismo Arg325Trp no
gene que codifica para o transportador de zinco 8 (ZnT8) no mecanismo de
secrecdo da insulina. Assim, o objetivo deste estudo foi analisar a presenca desse
polimorfismo e associa-lo com o estado nutricional relativo ao zinco de pacientes com
diabetes mellitus tipo 2 e aos parametros glicémicos e insulinémicos. Este estudo foi
de natureza transversal, constituido por 82 pacientes com idades entre 29 e 59
anos, de ambos os géneros com diagndstico de diabetes mellitus tipo 2, atendidos
no Servico de Endocrinologia e Metabologia do Hospital da Clinicas da Faculdade
de Medicina da Universidade de S&o Paulo. Foi realizada a genotipagem do
polimorfismo Arg325Trp no gene do ZnT8 e avaliadas as concentracdes de zinco no
plasma, eritrocitos e urina, a glicemia de jejum, percentual de hemoglobina
glicada, resisténcia a insulina, fungéo das células B e o perfil lipidico. Realizou-se
a avaliagdo da composicao corporal por meio da bioimpedancia e de medidas
antropomeétricas. A ingestdo alimentar foi avaliada por meio do método
recordatorio de 24 horas aplicado durante 3 dias ndo consecutivos, incluindo um
dia de final de semana. Os resultados mostraram que a maioria dos individuos
com DM2 encontrava-se com sobrepeso, apresentavam baixas concentragfes de
zinco nos eritrécitos, elevada excrecdo urinaria e concentragcdes de zinco no
plasma adequadas. Nao houve diferenca significativa nesses para@metros quando
se considerou os individuos de acordo com o0s gendtipos do SNP avaliado. No
entanto, ao avaliar os parametros de medida do status de zinco dos pacientes,
agueles que apresentavam deficiéncia tinham percentual de hemoglobina glicada
mais elevado. Assim sendo, pode-se concluir que o zinco pode favorecer o
controle glicémico. O polimorfismo Arg325Trp no gene SLC30A8 que codifica para
ZnT8 néo influenciou o estado nutricional relativo ao zinco e 0s parametros
glicémicos e insulinémicos dessa populacao.

Palavras-chave: zinco, diabetes mellitus tipo 2, controle glicémico, polimorfismo
Arg325Trp, hemoglobina glicada.



BANDEIRA, V.S. Polymorphism Arg325Trp the influence on ZnT8 gene
(SLC30A8) in the nutritional status of zinc in patients with type 2 diabetes
and its relation to glucose and insulinemic parameters. 2015. 94p. Thesis
(MS) - Faculty of Pharmaceutical Sciences, University of Sdo Paulo, S&do Paulo,
2015.

ABSTRACT

Studies have investigated the possible association of zinc nutritional status of
individuals with diabetes and metabolic disease control, and more recently have
been made to evaluate the influence of Arg325Trp polymorphism in the gene
encoding the zinc transporter 8 (ZnT8) in the mechanism of insulin secretion. The
objective of this study was to analyze the presence of this polymorphism and
associate it with the nutritional status of zinc in patients with type 2 diabetes
mellitus and glucose and insulinemic parameters. This study was cross-sectional
nature, consisting of 82 patients aged between 29 and 59 years, of both genders
diagnosed with type 2 diabetes mellitus treated at the Endocrinology and
Metabolism Clinics of the Hospital of St. University Medical Faculty Service Paulo.
Arg325Trp polymorphism genotyping was performed in ZnT8 gene and evaluated
zinc concentrations in plasma, erythrocytes and urine, fasting blood glucose,
glycated hemoglobin percentage, insulin resistance, B cell function and the lipid
profile. There was the assessment of body composition by bioelectrical impedance
and anthropometric measures. Dietary intake was assessed using the 24-hour
recall method applied for 3 non-consecutive days, including a day of the weekend.
The results showed that the majority of subjects with T2DM found to overweight,
had low zinc concentration in erythrocytes, high urinary excretion and zinc
concentrations in the appropriate plasma. There was no significant difference in
these parameters when considering the individuals according to the SNP
genotypes evaluated. However, when assessing the zinc status as parameters of
patients, those with disabilities had higher percentage of glycated hemoglobin.
Thus, it can be concluded that zinc may favor glycemic control. The Arg325Trp
polymorphism in the SLC30A8 gene encoding ZnT8 did not influence the nutritional
status of zinc and glycemic parameters and insulinemic this population.

Keywords: zinc, diabetes mellitus type 2, Arg325Trp polymorphism, glycated
hemoglobina.



1. REVISAO DA LITERATURA

1.1 Diabetes Mellitus tipo 2

O diabetes mellitus tipo 2 ou diabetes tipo 2 (DM2) é uma doenca
metabdlica crénica que pode levar a complicacdes micro e macrovasculares,
sendo caracterizada pela hiperglicemia decorrente de falhas na secregéo e/ou
acao de insulina (SBEM, 2011; ADA, 2015). Dentre os fatores que podem
influenciar o desenvolvimento dessa doenca estdo o estilo de vida (habitos
alimentares inadequados, sedentarismo, tabagismo) e a obesidade, os quais
apresentam impacto negativo sobre a qualidade de vida. A predisposi¢cdo genética
também é fator associado ao seu desenvolvimento, porém ainda nado totalmente
elucidada (ADA, 2015).

Projeces dos numeros de casos de diabetes no mundo sdo alarmantes.
Segundo Shaw et al. (2010) e Chen et al. (2012), o numero de casos de diabetes no
mundo podera atingir 439 milhdes de individuos em 2030. As projecdes da
Organizacao Mundial da Saude (OMS) também s&o preocupantes para o aumento no
numero de casos de diabetes em todo o mundo (366 milhdes de individuos), sendo
gue 90% dos casos serao do tipo 2 da doencga (WILD et al. 2004; SHAW et al., 2010;
CHEN et al., 2012). A International Diabetes Federation (IDF) apresentou estimativas
do numero de individuos com DM2, considerando que atualmente cerca de 382
milhdes de pessoas (40 e 59 anos) ou 8,3% de adultos tém diabetes, de que esse
ndamero passaria para 592 milhdes de pessoas em 2035 (Figura 1 e 2). Dados
apresentados em 2014 mostram que 1 a cada 12 pessoas possui essa doenga, com
expectativa de aumento mundial para 205 milhdes de pessoas em 2035. Para os
casos nao diagnosticados, a IDF calculou que existem 175 milhdes de pessoas (46,3
%) sem o conhecimento de que esta com a doenca. E grande o nimero de individuos
gue estao evoluindo para o aparecimento de complicagbes da doenca pela falta do
controle metabdlico, servindo de alerta futuro para o impacto do diabetes na
morbimortalidade desses individuos, ja que, essa doenca causou 5,1 milhdes de
mortes em todo 0 mundo nos ultimos anos (IDF, 2013; IDF, 2014).

No Brasil, a estimativa do nimero de individuos com a doenca é de 12,7
milhdes de adultos (idade entre 20-79 anos), colocando-o0 na 52 posi¢do dos paises



com maior niumero de pessoas com diabetes em todo o mundo (SHAW et al., 2010).
Em 2013, nosso pais, apresentou 11,9 milh6es de pessoas com essa doenga, € a
estimativa é de que em 2035, esse numero passe para 19,2 milhées de individuos
(IDF, 2013). Schmidt et al. (2011) apontam o aumento da prevaléncia de diabetes no
Brasil, sendo que em 1998 era de 3,3% e em 2008 houve aumento para 5,3%. Esse
aumento no numero de casos de diabetes no Brasil e no mundo pode ser explicado
pelas alteracBes no estilo de vida dos individuos. Por exemplo, a urbanizacdo e a
tecnologia estdo associadas a reducéo da pratica de atividade fisica, a qual faz parte
dos fatores de risco para desenvolvimento dessa doenca. Esse aumento na
prevaléncia do diabetes, bem como o aparecimento de complicagbes cronicas, faz
com que se elevem os custos do tratamento proporcionados pelo governo,

principalmente em paises em desenvolvimento (CHEN et al., 2012).

Figura 1. Numero de pessoas com diabetes (20-79 anos) pela International Diabetes Federation,
2013. Legenda: M = milhdes.
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Figura 2. Regibes e projecdes globais do nimero de pessoas com diabetes (20-79 anos), 2013 e
2035 pela IDF (2013).

) 2013 2035 Aumento
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® iia 198 m4109%
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O diagnostico do diabetes é realizado por meio de exames como: glicemia
de jejum (jejum de no minimo 8 horas), teste oral de tolerancia a glicose (TOTG), e
hemoglobina glicada, sendo este ultimo ainda muito discutido quanto a questdo de
parametro para diagnostico, no entanto, considerado O6timo para controle
metabdlico, uma vez que reflete as concentracbes de glicose pregressa
(aproximadamente 2 a 4 meses anteriores a realizacdo do teste). Para compor
esse controle, existe outro método muito eficaz, a determinacdo de frutosamina,
esta analise reflete o controle glicémico de 1 a 2 semanas anterior & dosagem do
sangue do individuo para avaliacdo. A Associacdo Americana de Diabetes (2015)
adotou os valores de referéncia do Comité de Especialistas em Diagnéstico e
Classificacdo do Diabetes Mellitus (1997 e 2003) que considerou os critérios para
diagnéstico do diabetes a: glicemia de jejum 2126 mg/dL, o teste oral de tolerancia
a glicose = 200 mg/dL apds 2h de sobrecarga de 75g de glicose e a hemoglobina
glicada = 6,5% (GROSS et al.,, 2002; INTERNATIONAL EXPERT COMMITTEE,
2009; ADA, 2015).

O DM2 é uma doenga complexa e multifatorial, em estado de hiperglicemia
o individuo pode ter alteragdes patologicas e funcionais em varios tecidos, sem
demonstrar sintomas clinicos. O diabetes quando ndo controlado pode causar a

hiperglicemia ou hipoglicemia e como consequéncia levar o individuo ao coma. As



complicacdes da hiperglicemia ocorrem em longo prazo e os 6rgdos mais atingidos
sdo: olhos, rins, nervos, coracao e vasos sanguineos, que podem levar a complicagbes
sistémicas como: a aterosclerose, microangiopatia, nefropatia, retinopatia e neuropatia
diabética, infeccbes, e complicacbes metabdlicas como a cetoacidose diabética
(KANGRALKAR et al., 2010; SBD, 2014; ADA, 2015).

Com vistas ao controle glicémico de pacientes com DM2, a adequagéo do
peso corporal, pratica de atividade fisica, terapia nutricional e uso de
antidiabéticos orais favorecem esse controle. A Sociedade Brasileira de Diabetes
(2014) preconiza que o tratamento nutricional € um importante aspecto na terapia
de pacientes com DM2, e estabelece que a nutricdo equilibrada seja aquela que
recomenda concentragcfes adequadas de macronutrientes e micronutrientes,
prescritos de forma individualizada baseando-se no valor energético total (VET)
estabelecido para o individuo e de acordo com o0s objetivos do tratamento,
lembrando que a recomendacao dietética segue aquelas definidas pela populacao
em geral, de acordo com a sua faixa etéaria (SBD, 2014).

A adequacdo dos macronutrientes € de fato importante para o controle
glicémico. O controle da homeostase da glicose € bem regulado, e ocorre logo
apos o consumo de uma refeicdo, em situacées de normalidade. Esse controle
previne a hiperglicemia crbnica, entre outros aspectos metabdlicos (VALLE, 2002;
HUANG; CZECH, 2007).

No figado, a glicose se encontra armazenada na forma de glicogénio, e de
acordo com a necessidade fisioldgica do organismo ela vai sendo liberada pela
corrente sanguinea para sua utilizagdo (RAW, 2006; HAATAJA et al., 2013).

Nesse contexto metabdlico, a insulina possui papel central, pois é o
principal horménio responsavel pela homeostase da glicose, visto que exerce
efeito regulador em quase todas as ceélulas do corpo, tendo sua acdo mais
pronunciada no musculo, tecido adiposo e figado (GUYTON e HALL, 2006;
MURROW; HOEHN, 2010).

A descoberta desse horménio hipoglicemiante ocorreu em 1921 em Toronto
por Banting et al. (1922). O mecanismo de secrecdo da insulina foi sendo
elucidado com o passar dos anos. A sintese da insulina é realizada pelas células 3

do pancreas com o intuito de atender as demandas metabdlicas diarias do



organismo. Inicia-se com a transcricdo do gene que codifica para esse hormonio e
da traducdo da proteina formando a pré-pro-insulina por meio de ribossomos
ligados ao reticulo endoplasmatico rugoso. Esta é clivada e forma a pré-insulina
que é transportada para o aparelho de Golgi e armazenada nos granulos de
secrecdo imaturos, 0s quais sdo convertidos posteriormente em insulina madura,
formando 6 moléculas de insulina revestida de granulos secretores com 2 atomos
de zinco (6:2), sua forma biologicamente ativa, e o peptideo C pela acdo das
enzimas pr6 hormdnio convertase 1 e 2 (PCl1l e PC2) e da exoprotease
carboxipeptidase E, que sdo enzimas dependentes de zinco. O fornecimento de
zinco inadequado para estas enzimas ao longo da via secretora pode ter impacto
negativo sobre a conversédo de pro-insulina em insulina levando ao aumento na
liberacdo de pro-insulina no sangue apo6s estimulacdo de glicose. A insulina
madura pode ficar armazenada até ser utilizada ou degradada (GUYTON e HALL,
2006; HUANG; CZECH, 2007; LEMAIRE; CHIMIENTI; SCHUIT, 2012; CHIMIENT]I,
2013; HAATAJA et al., 2013).

O processo de secrecédo de insulina ocorre por meio do estimulo advindo do
aumento da glicose na corrente sanguinea, em que ativa os transportadores de
glicose (GLUT 1 e 2), entretanto, esta via de absor¢cdo de glicose néo € linear, a
glicose permeia a membrana plasmatica da célula beta, e assim que os
transportadores sao ativados aumentam o fluxo de glicose para dentro da célula,
em seguida ela é fosforilada pela glicoquinase e fica na forma de glicose-6-fosfato,
que é oxidada e transformada em trifosfato de adenosina (ATP). A formacao do
ATP inibe a abertura dos canais de potassio tornando a membrana celular
despolarizada, e como consequéncia, 0s canais de calcio se abrem estimulando a
secrecdo de insulina, com dois ions de zinco, por meio da exocitose (Figura 3)
(GUYTON e HALL, 2006; LEMAIRE; CHIMIENTI; SCHUIT, 2012; CHIMIENTI,
2013).



Figura 3. Mecanismo de estimulo da secrecao de insulina associado ao zinco pelas células 3 do
pancreas por meio da concentracdo extracelular de glicose (Adaptado de Guyton, 2006). Legenda:

ATP: Trifosfato de Adenosina; Ca++: Calcio; K+: Potassio; GLUT2: Transportador de glicose 2.
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A insulina secretada se liga a célula alvo, por meio do receptor de insulina
(IR), essa ligagdo se auto-fosforila e promove o recrutamento da proteina
substrato do receptor de insulina 1 (IRS-1), que ativado, estimula a ligacdo de
proteinas como a fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) que se liga ao IRS-1
fosforilado e passa por uma mudanga conformacional gerando um aumento da
producdo e atividade dessas proteinas na membrana plasmatica (MURROW,;
HOEHN, 2010).

A entrada de glicose na célula ocorre por meio do estimulo da secrecdo de
insulina descrito acima, em que sinaliza a translocacdo de proteinas transportadoras
de glicose (GLUT4) do interior das células para a superficie, permitindo a entrada de
glicose no citosol da célula (HUANG; CZECH, 2007).



1.2 Zinco

O zinco é um mineral que foi elucidado como essencial para a nutricdo
humana em 1960 no Egito, quando adolescentes apresentaram nanismo devido a
deficiéncia deste elemento (PRASAD, 1991). E o elemento intracelular mais
abundante e atua como componente estrutural de proteinas ou cofator enzimatico
em mais de 300 reacbes enzimaticas. O zinco encontra-se distribuido
principalmente nos musculo, 0sso, pele e figado (TAPIERO e TEW, 2003; IZINCG,
2004; TAMAKI e FUJITANI, 2014).

No entanto, o conteudo total de zinco varia de acordo com o tipo de célula.
Nas células B pancreaticas encontram-se as maiores concentracdes de zinco de
todo o organismo, com valores estimados entre 10 e 20 nmol/L no espago celular,
especificamente nas vesiculas de insulina. Ressalta-se para melhor compreenséo,
gue o organismo humano ndo possui estoque desse mineral, sendo necessario a
sua ingestdo diaria para que suas funcbes sejam realizadas adequadamente
(LEMAIRE; CHIMIENTI; SCHUIT, 2012; DAVIDSON, WENZLAU; O’'BRIEN, 2014).
A relacdo que se pode estabelecer entre o estado nutricional dos individuos
guanto ao zinco e o DM2 é por meio da participacdo desse mineral na sintese, no
armazenamento e na secrecdo de insulina pelas células B do pancreas
(CHIMIENTI, 2013).

Funcionalmente, o zinco possui propriedades catalitica, estrutural e
regulatéria. Desta forma, seu papel em mecanismos para reduzir o estresse
oxidativo e melhorar a resposta imunolégica vem sendo estudado. Esta bem
estabelecido seu papel na reducao de radicais livres altamente reativos por acao
da enzima superoxido dismutase e, assim, promove protecdo as estruturas
biolégicas (STEFANIDOU et al., 2006; KING, 2011). Quanto a sua funcdo
catalitica, o zinco esta envolvido em processos enzimaticos que controlam os
mecanismos celulares, como exemplos destes processos estdo a sintese de DNA,
desenvolvimento cerebral e crescimento normal. Estruturalmente, o zinco
determina a forma espacial de proteinas, facilitando o dobramento de moléculas
gue se tornam biologicamente ativas, denominadas como dedos de zinco. Na

funcdo regulatéria, o zinco possui papel essencial nos processos biolégicos, como



a regulacdo génica de metaloproteinas, um exemplo classico é a expressao da
metalotioneina (STEFANIDOU et al., 2006; TUERK e FAZEL, 2009).

O estado nutricional de individuos relativo ao zinco quando comprometido
pode estar associado também ao desenvolvimento de varias doencas
relacionadas com a resposta imunologica. Esse mineral € um dos responsaveis
pelo desenvolvimento e funcbes de neutréfilos, células natural killer (NK),
maturacéo dos linfécitos T e producéo de citocinas. Na deficiéncia, h4 o aumento
de citocinas proé-inflamatérias como as interleucinas: IL-1j3, IL-6, IL-8 e o fator de
necrose tumoral-a (TNF-a), como também a reducdo da atividade das células
natural killer. A IL-12, dependente de zinco, e o interferon-y (IFN-y) sdo produzidos
por macréfagos. Na inflamagdo, as interleucinas se encontram aumentadas
estimulando assim a captacdo do zinco do plasma para o figado e eritrécitos
(MOCCHEGIANI et al., 2000; KOURY e DONANGELO, 2003; PRASAD, 2009).

A deficiéncia de zinco é comumente observada tanto nos paises
desenvolvidos quanto naqueles em desenvolvimento, e como consequéncia pode
favorecer o desenvolvimento do diabetes mellitus, uma vez que a sua deficiéncia
pode afetar a secrecdo de insulina. Pesquisas conduzidas em pacientes com DM2
mostraram que estes se apresentam deficientes em zinco, quando avaliada a
concentracdo no plasma, associado a isso, na hiperglicemia esses individuos
possuem excrecdo urinaria aumentada, processo descrito como hiperzincuria
(MARREIRO et al., 2007; JANSEN et al., 2009; TAMAKI e FUJITANI, 2014).

Mundialmente, a inadequacao na ingestdo de zinco é em cerca de 20% da
populacdo. A principal explicacdo para essa prevaléncia € o baixo consumo de
alimentos fontes de zinco, além de processos de ma absorcdo decorrentes de
alteracdes metabdlicas e genéticas, presenca da doenca de Crohn, acrodermatite
enteropatica, doenca renal e cirrose hepética. A deficiéncia grave de zinco causa
retardo no crescimento, dermatite pustular, hipogonadismo, alopecia, diarreia,
perda de peso, letargia mental, reducdo do apetite, alteracbes neuro-sensoriais,
dentre outros (BROWN, et al. 2004; FLEKAC et al.,, 2008; PRASAD, 2009;
LEMAIRE; CHIMIENTI; SCHUIT, 2012).

Neste contexto, é preciso entender a biodisponibilidade do zinco. A

presenca do fitato (hexafosfato de mioinositol) na dieta e a competicdo pelo



mesmo sitio de absorcdo entre o zinco, o ferro e o cobre, podem prejudicar sua
biodisponibilidade. No caso do fitato, este se liga ao zinco formando complexos
menos sollveis, prejudicando a sua absorcdo. No entanto, as proteinas dietéticas
mostram efeitos positivos por aumentar a biodisponibilidade do zinco. Ressalta-se
gue muitos alimentos proteicos também s&o ricos em zinco (KREBS, 2000;
ADAMS et al., 2002). A ingestao dietética recomendada de zinco para populacao
saudavel foi baseada em perdas basais e turnover dos pools de zinco enddgeno,
sendo a recomendacédo de 11,0 mg/dia para homens adultos e 8,0 mg/dia para
mulheres adultas, com idades entre 19 e 70 anos (IOM, 2001). O zinco esta
disponivel tanto em fontes vegetais quanto em animais, a carne vermelha,
mariscos, cereais integrais e leguminosas fornecem maiores concentracdes de
zinco (GIBSON, 1994; IOM, 2001). O entendimento da biodisponibilidade de zinco
esté relacionado com aspectos da sua absorc¢éo, transporte e utilizacao.

Na digestéo, ions de zinco séo liberados a partir dos alimentos, e estes se
deslocam até o lumen intestinal. A absor¢do do zinco ocorre principalmente no
intestino delgado, tendo absorcdo minima pelo estdbmago. Nos enterécitos,
especificamente na superficie da borda em escova, a captacdo de zinco ocorre
por diferentes mecanismos, seja 0s que envolvem transportadores ou por difusdo
simples quando elevadas concentracdes desse elemento sao provenientes da
dieta. Dentro dos enterdécitos, o zinco € regulado por duas proteinas: a proteina
intestinal rica em cisteina (CRIP), que na deficiéncia de zinco tem a funcédo
carreadora intracelular, e a metalotioneina, que € uma proteina constituida de 60 a
68 aminoacidos e 7 atomos de zinco, os quais estdo ligados a moléculas de
cisteina, essa proteina regula a ligacdo do zinco com a CRIP aumentando a
velocidade de absorcdo desse mineral. Depois da etapa de absorcédo, o zinco é
liberado na circulacédo portal ligado a albumina e captado pelo figado, em seguida
distribuido aos outros tecidos para desempenhar suas fungdes. A principal forma
de excrecdo do zinco é por meio das fezes, no entanto, ha perdas pela urina,
células epiteliais, suor, sémen, cabelo e menstruacdo. O controle da absorcéo e
da excrecdo do zinco enddgeno permite a manutencdo equilibrada deste mineral
no organismo (TAPIERO e TEW, 2003; LIUZZI e COUSINS, 2004; IZINCG,
2004;TUERK e FAZEL, 2009; KING, 2011; MARREIRO, 2013).
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1.3Zinco, Diabetes e Transportador de zinco 8

ApOs a descoberta da insulina, Scott e Fisher (1935) propuseram uma possivel
relacdo entre o zinco e a sintese de insulina, pois verificaram que em pancreas de
individuos com diabetes a quantidade de zinco era metade das concentracdes
encontradas em individuos saudaveis. A partir deste estudo muitos outros
buscaram elucidar melhor a participacdo do zinco na fisiologia da sintese,
armazenamento e secrecdo de insulina. Sabe-se que sdo encontradas altas
concentracbes de zinco dentro das ilhotas pancreaticas e quando ocorre o
processo de cristalizacdo da insulina dentro do granulo, este hormdnio é
associado ao zinco formando hexametros que sé&o liberados na corrente
sanguinea apo6s o estimulo de secrec¢do, por isso 0 zinco torna-se essencial para o
correto processamento e secrecao da insulina (RUZ et al., 2013).

Em 1968, um estudo verificou que a massa de células beta encontrava-se
reduzida na deficiéncia de zinco (BOQUIST et al., 1968). Outro estudo realizado
com camundongos mostrou que uma dieta deficiente em zinco piorou a
hiperglicemia e reduziu a insulina circulante (SIMON e TAYLOR, 2001).

Os mecanismos da relacdo do zinco com o diabetes ainda ndo foram
totalmente esclarecidos, por isso a identificagcdo e papel dos transportadores de
zinco (ZnTs) se tornam importantes (RUZ et al., 2013). Acredita-se na interagéo
desses transportadores com a metalotioneina, que no caso do zinco transfere-o
para os ZnTs (SEKLER et al., 2007). Estes transportadores tém atribuicdes
transmembranares e sdo representadas por duas familias transportadoras de
zinco (SLC) denominadas de ZnT (SLC30) e de Zip (SLC39), responsaveis pela
homeostase celular desse mineral. Em humanos, existem dez transportadores
ZnT (1-10) e quatorze transportadores Zip. O ZnT tem o papel de reduzir a
concentracdo de zinco intracelular, transportando o mineral do citoplasma para
fora da célula ou para vesiculas intracelulares. O Zip, age de forma contraria ao
ZnT (CHIMIENTI et al., 2004; TUERK e FAZEL, 2009; VALENZUELA et al., 2012).

Palmiter e Findley (1995) descreveram o transportador de zinco 8 (ZnT8) como
uma proteina contendo seis dominios transmembranares, entre a quarta e a quinta

hélice, no qual ha um dominio rico em histidina (local que o zinco se liga), e em
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suas extremidades possui um terminal carboxilo (C-terminal) e na outra um
terminal amino (N-terminal), visto que o seu funcionamento é caracterizado pelo
transporte do zinco do citosol para o meio extracelular (Figura 4) (FIGUEREDO,

2011).
Figura 4. Estrutura do ZnT8 (Figueiredo, 2011).

1
2l

C-terminal

ZnTs |

Extracelular
N-terminal

Aa 325

Dominio rico en histidina

Citosol

Chimienti et al. (2004 e 2006) realizaram estudos tanto em animais quanto
em humanos e descobriram que a expressao de ZnT8 (SLC30A8) é especifica das
células B pancreaticas, 0 gene deste transportador esta localizado no cromossomo
8, regido 8g24.11. O ZnT8 é encontrado na membrana das vesiculas secretoras
de insulina. Ao longo dos anos, tem-se estudado a deplecdo de zinco nas células
B relacionada com apoptose. O estresse oxidativo nessas células pode ser
induzido por essa deplecao de zinco, e este mineral é conhecido como um potente
inibidor de apoptose. Portanto, células deficientes nesse mineral sdo menos
capazes de se defenderem contra o estresse oxidativo, destacando-se assim as
propriedades antioxidantes do zinco na protecdo do pancreas contra os danos
provocados pelo estresse oxidativo, principalmente no desenvolvimento do
diabetes (CHIMIENTI et al., 2004; CHIMIENTI et al., 2006).

O ZnT8, por apresentar essa especificidade no pancreas, torna-se uma das
principais proteinas para a secrecdo de insulina, pois regula a homeostase de
zinco, sendo essencial para o armazenamento e secrecdo desse hormonio
(CHIMIENTI et al., 2013). Para consolidar essas afirmacdes, Lefebvre et al. (2012)
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investigaram a deplecdo de zinco na expressdo génica do ZnT8 nas ilhotas
pancreaticas, e verificaram que a expressao deste transportador foi reduzida e isto
resultou em alteracdes na secrecdo de insulina quando induzida pela glicose. J&
em culturas de células, observou-se que a superexpressao do ZnT8 aumentou o
teor de zinco celular melhorando a secrecdo de insulina em condi¢cdes de
hiperglicemia. Assim, sugere-se que o0 ZnT8 possua papel importante na via de
secrecdo de insulina, podendo ser um alvo de estudos para possiveis tratamentos
do DM2 (CHIMIENTI et al., 2006).

Avancos cientificos em estudos com genética mostram variacfes de genes
relacionados a doencas, como o diabetes. Muitos desses estudos tém tentado
esclarecer o papel exato do ZnT8 na sinalizagdo de insulina. Recentemente,
Flannick et al. (2014) realizaram a genotipagem em aproximadamente 150 mil
individuos e observaram que variantes mutantes relacionavam-se com a perda de
funcdo no gene SLC30A8 que codifica para o ZnT8, estando associado com
reducdo de 65% do risco para DM2, porém apontando o contrario do observado
por outros estudos. O grupo de pesquisa sugere que a inibicdo do ZnT8 pode ser
uma estratégia terapéutica para tratar o DM2.

Estudos com humanos tém mostrado que quando hd uma pequena reducao
da atividade e funcdo do ZnT8, ela pode ser deletéria, no entanto, reducdes
substancias podem ser protetoras. Ao contrario dos estudos com animais, uma
baixa atividade desse transportador contribui progressivamente para reducdo na
secrecdo da insulina. Portanto, observam-se controvérsias quando se trata da
protecdo ou ndo desse transportador em relacdo ao desenvolvimento de DM2
(CHIMIENTI et al., 2006; NICOLSON et al., 2009; FU et al., 2009; CAUCHI et al.,
2010; RUTTER e CHIMIENTI, 2014).

1.4 Polimorfismo Arg325Trp (rs13266634)

A existéncia de polimorfismos no gene SLC30A8 que codifica para o ZnT8
pode influenciar o mecanismo de secrecéo da insulina. O polimorfismo Arg325Trp
(rs13266634) no gene desse transportador tem sido associado ao menor risco de
desenvolvimento do DM2 (CHIMIENTI, 2013; MARATHUR e MITCHELL, 2014).
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E considerado um polimorfismo quando o alelo mais comum entre eles
ocorre em menos de 99% da populacdo em geral e o alelo variante, contudo,
ocorre em mais de 1% da populagéo avaliada. Entdo, define-se polimorfismo como
a principal variacdo no cédigo genético em que uma Unica base é substituida por
outra. Polimorfismos deste tipo sdo denominados de polimorfismos de nucleotideo
anico (Single Nucleotide Polymorphisms — SNP). Os SNPs tém contribuido para o
esclarecimento biolégico dos fatores que podem prever o risco do
desenvolvimento de certas doencas, e estudos de nutrigenética vem mostrando
associacles interessantes desses SNPs com o consumo de nutrientes. Essas
descobertas serdo importantes para promover o tratamento individual e reduzir o
risco de doencgas (KAUWELL, 2005; CHIMIENTI, 2013; MARUTHUR e MITCHELL,
2014).

Neste SNP, especificamente, ocorre a troca da base citosina (C) pela
timina (T), no final do éxon (SLC30A8) formando o aminoacido triptofano ao invés
de uma arginina na posi¢cdo 325 (CHIMIENTI, 2013; MARUTHUR e MITCHELL,
2014). Em 2007, esse SNP foi descoberto em um estudo de associacdo do
genoma (GWAS), mostrando que o alelo de risco é o C, e este, esta fortemente
associado com o desenvolvimento do DM2. Com este achado, sugeriram novas
expectativas para as abordagens clinicas desta doenca (SLADEK et al., 2007).

Véarios estudos ja determinaram a frequéncia desse polimorfismo em
diferentes popula¢des e confirmaram que portadores do alelo C apresentaram
elevado risco para DM2 (Tabela 1 e 2). Em uma meta-analise composta por 27
estudos para avaliar a associagao do polimorfismo Arg325Trp do gene SLC30A8
com o DM2 e em outra realizada por Cauchi et al. (2010), incluindo 32 artigos
originais, em que estudaram o mesmo SNP e gene, foi verificada a mesma
associacao para asiaticos e europeus, no entanto, ndo observaram tal resultado
em africanos (JING et al., 2011).

Com o intuito de comparar individuos com DM2 com agueles sem a
doenca, Faghih et al. (2014) investigaram a associacao entre 0 SNP Arg325Trp no
gene SLC30A8 de moradores da provincia de Fars, sul do Ird, onde a frequéncia
entre 0s gendtipos CC em pacientes diabéticos foi de 59,6% e grupo controle de
57,4%; CT foi de 33,8% no grupo caso e 31,6% no controle; TT foi de 6,6% e 11%
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no pacientes com diabetes e grupo controle, respectivamente. Nao encontrando
diferenca significativa entre os grupos em relacdo a distribuicdo alélica e
genotipica.

Tabela 1. Estudos com a frequéncia do polimorfismo (rs13266634) que codifica para o gene
SLC30A8 (ZnT8) em Asiaticos com DM2.

Lee et al., Omori et al., Sanghera et Tabara et al.,
Distribuicéo 2008 2008 al., 2008 2009
do gendtipo (Coreia) (Japéo) (india) (Jap&o)
n=908 n=1614 n=532 n=493
CC (%) 36 40 54 33
CT (%) 50 46 37 52
TT (%) 14 14 9 15

Tabela 2. Estudos com a frequéncia do polimorfismo (rs13266634) que codifica para o gene
SLC30A8 (ZnT8) em Europeus com DM2.

Sladek et al., Zeggini etal., Scottetal., Cauchi et al.,
Distribuicao 2007 2007 2007 2008
do gendtipo (Franca) (Reino Unido) (Finlandia) (Franca)
n=2562 n=1550 n=2342 n=828
CC (%) 56 51 38 43
CT (%) 37 41 47 44
TT (%) 7 8 15 13

Na Europa, estudo com 846 individuos nao-diabéticos que eram parentes
de diabéticos, foi verificada a frequéncia e a associacdo do SNP Arg325Trp com 0
desenvolvimento do DM2 apds administracdo de glicose intravenosa, tendo-se
concluido que o alelo de risco C pode ser um dos fatores causadores da alteracao
na funcdo das células [ pancreaticas e da acdo da insulina (Tabela 3)
(BOESGAARD et al., 2008). Da mesma forma, outro estudo realizado com 150
alemaes saudaveis, observou que o alelo C do SNP Arg325Trp foi associado com
a reducdo da secrecao de insulina, ap0s administracdo da glicose intravenosa
(STAIGER et al., 2007).
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Tabela 3. Distribuicdo do genotipo (rs13266634) do gene SLC30A8 e da frequéncia do alelo de

risco C em europeus nao diabéticos que eram parentes de individuos com DM2.

Distribuicao Sueco Italiano Dinamarqués Finlandés Alemao
do genotipo (n=100) (n=109) (n=271) (n=217) (n=149)
CC (%) 43 63 47 34 52
CT (%) 48 34 38 45 38
TT (%) 9 3 5 21 10

BOESGAARD et al., 2008.

Kang et al. (2008) investigaram a associacao entre variagdes genéticas do
SNP Arg325Trp no gene SLC30A8 de pacientes com diabetes pos transplantados
renais e individuos ndo transplantados, e observaram que a frequéncia deste
polimorfismo foi de 33,8% nos pacientes portadores do gendétipo CC, de 26,8% em
pacientes com CT, e 19,8% em pacientes com o genoétipo TT. Verificaram que
pacientes com pelo menos um alelo T apresentaram reducdo do risco de
desenvolver diabetes poés-transplante. Logo apds, um estudo realizado com
chineses, o qual tinha como obijetivo investigar a associacdo do gene SLC30A8
com o diabetes do tipo 2, observaram gue individuos homozigotos com o alelo de
risco C tiveram reducao na secrecédo de insulina (XIANG et al. 2008).

Recentemente, Maruthur et al. (2015) publicaram os primeiros dados
experimentais sobre o efeito da suplementacdo de zinco em individuos néo
diabéticos de acordo com o gendtipo do SNP Arg325Trp no gene SLC30A8. Os
resultados mostraram que a suplementagéo parece afetar a resposta precoce da
insulina naqueles individuos que apresentam alelo variante, podendo ser benéfica
para a prevencao e/ou tratamento do diabetes.

Considerando a importancia do zinco na nutricdo humana e sua relacao
com os mecanismos da secrecdo de insulina, e, que pacientes com diabetes
mellitus tipo 2 possuem alteracdo na homeostase desse mineral, a avaliacdo do
genotipo de pacientes com DM2 quanto a presenca do SNP Arg325Trp no gene
SLC30A8 que codifica para o ZnT8, pode ser importante para a conduta de

tratamento desses pacientes.
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2. OBJETIVOS
2.1 Geral

Avaliar a influéncia do polimorfismo Arg325Trp no gene do ZnT8 (SLC30A8)
no estado nutricional relativo ao zinco de pacientes com diabetes tipo 2 e sua

relacdo com parametros glicémicos e insulinémicos.

2.2 Especificos

Avaliar a ingestéo alimentar de zinco e dos macronutrientes;
Avaliar o estado nutricional dos individuos em relacdo ao zinco;
Avaliar os parametros glicémicos e lipidicos;

Avaliar a resisténcia a insulina e a funcao das células (3;

RN NN

Verificar a presenca do polimorfismo Arg325Trp no gene SLC30A8 do

transportador ZnT8 e sua relacdo sobre os demais parametros avaliados.
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3. CASUISTICA E METODOS

Este estudo foi do tipo transversal, no qual foram avaliados 82 individuos
com idades entre 29 e 59 anos, de ambos os géneros, voluntarios, que fazem
acompanhamento clinico no Servico de Endocrinologia e Metabologia do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo,
Séao Paulo, Brasil, inseridos no estudo por demanda espontanea e de acordo
com os critérios de inclusédo, os quais foram: presenca de diabetes mellitus tipo 2
sem estar fazendo uso de insulina, adultos, ndo fumantes e que nao fizessem uso
de bebida alcoodlica de forma regular, além da auséncia de outras doencas
crbnicas nao transmissiveis, como artrite reumatoide, doencas renais e da tireoide,
psoriase e cancer, que pudessem interferir no estado nutricional dos individuos em
relagéo ao zinco.

Foi aplicado um questionario a fim de obter informagbes clinicas e
socioecondmicas dos participantes (Apéndice A). Todos o0s participantes foram
esclarecidos sobre os procedimentos aos quais seriam submetidos e o destino
do material biol6gico coletado, assim como, a demanda de tempo necessaria
para a realizacdo do estudo. Foram informados também sobre o direito de
desistir de participar da pesquisa em qualquer momento, sem
constrangimentos. Os participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido (Apéndice B), que descreve as informacbes sobre o projeto, de
acordo com a Resolucdo CNS n° 196/96, itens Ill, IV e V, que tratam da protecédo
dos participantes e orienta procedimentos referentes as pesquisas que necessitam
experiéncias com humanos.

Esta pesquisa foi submetida e aprovada pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao

Paulo por meio da Plataforma Brasil sob o parecer 414.203 (Anexo 1).

3.1 Protocolo experimental

Todos os participantes foram submetidos a uma colheita de sangue,

apos 12h de jejum, e orientados a coletar a urina durante 24h. Além disso,
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também foram avaliados quanto a composicdo corporal e e a ingestao
alimentar. A coleta de sangue foi realizada por profissional especializado.

A avaliacdo da composicao corporal consistiu na afericdo de peso,
estatura, circunferéncia da cintura e bioimpedéancia elétrica. As informacoes
sobre a ingestdo alimentar foram obtidas por meio de recordatério 24 horas de
3 dias, destes, um dia referente ao final de semana.

O material bioldgico foi analisado para caracterizar 0os pacientes com
diabetes mellitus tipo 2 quanto a presenca do polimorfismo estudado, estado
nutricional relativo ao zinco, resisténcia a insulina, fungdo das células B e

marcadores glicémicos, insulinémicos e perfil lipidico (Figura 1).

Figura 1. Fluxograma do estudo. Sdo Paulo, 2015.
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3.2 Avaliacdo Antropomeétrica
3.2.1 Peso e Estatura

Foram realizadas medidas antropométricas de peso (kg) e estatura (cm),
segundo metodologia de Frisancho (1990). Para afericdo do peso foi utilizada
uma balanca antropométrica com subdivisdes de 100g, em que o individuo foi
posicionado no centro da balanca, descalgco, em posicao ereta e com os bracos
estendidos ao longo do corpo.

A estatura foi aferida com o auxilio de um estadidmetro, com altura
méxima de 2 metros, no qual o participante ficou em pé com 0s pés juntos,
descalcos e bracos estendidos ao longo do corpo, olhando para a linha do

horizonte com a cabeca formando um angulo de 90°.

3.2.2IMC

Apos a afericdo do peso e da estatura, foi realizado o céalculo do indice
de Massa Corporea (IMC). Este indice € calculado dividindo-se o peso atual em
quilogramas pela estatura em metros ao quadrado. O resultado foi analisado de
acordo com a classificacao nutricional proposta pela Organizacdo Mundial de
Saude - OMS (WHO, 2000).

3.2.3 Bioimpedancia elétrica

Para determinacdo desta medida, os pacientes foram orientados a
estarem em jejum de no minimo 2h, no caso de mulheres, ndo estarem
menstruadas. Foi utilizado o analisador de composi¢do corporal tetrapolar da
marca Biospace, modelo InBody 720. Os individuos foram orientados a
retirarem todos os acessoOrios de metal que estivessem utilizando, depois
subirem na base do aparelho com os pés descalcos e foram orientados a
manté-los levemente separados e alinhados em cima da placa de metal,
conforme orientacdo do fabricante. Os bracos ficaram esticados, retos, e
afastados do tronco e o individuo ndo poderia se mover durante a medigédo. O
percentual de gordura foi baseado nos pontos de corte propostos por Pollock e
Wilmore (1993).
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3.2.4 Circunferéncia da cintura (CC)

Também foi obtida a medida de circunferéncia da cintura (CC) com fita
inelastica, circundando o individuo no ponto médio entre a Ultima costela e a
crista iliaca (WHO, 2008). O resultado foi classificado segundo a OMS (WHO,
2000).

3.3 Avaliagdo da ingestao alimentar

Para avaliacdo da ingestdo alimentar foi utilizado o método de
recordatorio 24h (Apéndice C), sendo relatados todos os alimentos consumidos
em dois dias alternados durante a semana e mais um dia no final de semana.
Sendo que, no dia da selecdo para a pesquisa foi anotado o primeiro
recordatério alimentar de 24h, os outros dois recordatorios foram coletados por
meio de ligacgao telefonica.

A analise dos alimentos consumidos pelos participantes da pesquisa foi
feita por meio do Software NutWin, verséo 2.5, do Departamento de Informatica
da Escola Paulista de Medicina/lUNIFESP, no qual foram inseridos alimentos
com dados nacionais da Tabela Brasileira de Composicdo de Alimentos
(TACO, 2011).

A adequacdo da dieta em relacdo ao zinco foi avaliada a partir de
comparagbes com a Necessidade Média Estimada (Estimated Average
Requirement— EAR) e 0s macronutrientes com o0 Intervalo
aceitavel da distribuicdo de macronutrientes (Acceptable Macronutrient
Distribution Range - AMDR), conforme proposto pelo Institute of Medicine
(IOM, 2001; 2005). Também foi realizado o ajuste dos valores de zinco pela
energia das dietas (WILLET, 1998).

3.4 Controle de contaminacéao

Todo o material utilizado (vidrarias, plasticos, ponteiras, tubos, etc.) para
andlises de zinco foram desmineralizados em banho de &cido nitrico a 20%,
por no minimo 12 horas, e foram enxaguados 10 vezes com agua nanopura e
secos em estufa inox para material desmineralizado a 25°C, em seguida foram

embalados em sacos plasticos até o momento do uso. Este procedimento €
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padrao do Laboratdrio de Nutricdo-Minerais/USP. O material que foi utilizado

nas demais determinacdes foi esterilizado/DNAse free.

3.5 Coleta de Materiais Bioldgicos e Analises Bioquimicas

3.5.1 Sangue

Foram colhidos 20 mL de sangue, com tubos & vacuo, estando os
participantes em jejum de 12 horas. O sangue para andlise de zinco (10 mL) foi
coletado no tubo com anticoagulante heparina sédica (livre de elementos
tracos).

O plasma foi separado do sangue total por centrifugacdo a 3000 rpm
durante 15 minutos a 4°C e acondicionado em microtubos desmineralizados e
armazenado a -80°C para analise de zinco no plasma. Apds este
procedimento, a massa eritrocitaria obtida do sangue total foi lavada trés vezes
com 3 mL de solucdo de NaCL 0,9%, homogeneizada lentamente por inversao
e centrifugada a 10.000 rpm por 10 minutos a 4°C, sendo o sobrenadante
descartado. ApGs a ultima centrifugacdo, o sobrenadante foi aspirado, a massa
de eritrocitos foi cuidadosamente extraida com pipeta automatica e
acondicionada em tubos de polipropileno desmineralizados, e armazenada a -
80°C até o momento das analises de zinco.

Uma aliquota de 5 mL de sangue total para analise do SNP Arg325Trp
no gene que codifica para 0 ZnT8 e para hemoglobina glicada foi coletada em
tubo de polipropileno contendo EDTA (anticoagulante).

O restante do sangue total (5 mL) foi coletado em tubo sem
anticoagulante para obtencéo de soro para analises da glicose, perfil lipidico e

da concentracao de insulina.

3.5.2 Urina de 24 horas

As amostras de wurina foram coletadas em frascos previamente
desmineralizados. Os participantes foram orientados quanto a forma correta
de coletar e armazenar a urina, a qual foi entregue a pesquisadora no dia da
coleta de sangue. ApOs o recebimento das amostras de urina, estas foram

mensuradas quanto ao volume e uma aliquota de cerca de 50 mL foi
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armazenada a -80° C para posterior analise da concentracdo de zinco

urinério.

3.6 Parametros bioquimicos de avaliagdo do status de zinco

3.6.1 Determinacéo da concentracéo de zinco no plasma

A determinacdo da concentracdo de zinco foi realizada por meio do
meétodo de espectrometria de absorcdo atdmica de chama, conforme proposto
por Rodriguez et al. (1989). Como padréo de anélise, foi utilizado o Tritizol®
(MERCK®). Uma curva padrao de zinco foi preparada utilizando as seguintes
concentracfes: 0,01; 0,02; 0,03; 0,05; 0,1; 0,3; 0,5 pug/mL, diluida em agua
nanopura e com acréscimo de solucdo de glicerol a 3%. Os resultados das

absorbancias das amostras foram expressos em ug/dL.
3.6.2 Determinacéo da concentragdo de zinco nos eritrécitoss

A determinacéo de zinco nos eritrgcitos foi realizada por espectrometria
de absorcdo atbmica de chama conforme metodologia proposta por
Whitehouse et al. (1982) e adaptada por Cordeiro (1994). O Tritizol® (MERCK)
também foi utilizado como padrao para preparo da curva de calibracéo, a qual
foi preparada com agua nanopura nas seguintes concentracdes: 0,01; 0,02;
0,03; 0,05; 0,1; 0,3; 0,5 ug/mL. Paralelamente, foi analisada a concentracao de
hemoglobina das amostras, uma vez que os resultados foram expressos em
ugZn/g Hb.

3.6.3 Determinacao da concentracéo de zinco na urina

A determinacao da concentracao de zinco na urina foi realizada por meio
do método de espectrofotometria de absor¢cdo atbmica de chama, conforme
proposto por Kiilerich et al. (1980). A curva padrédo de calibracdo nesta analise
também foi o Tritizol® (MERCK), preparada com &gua nanopura nas
concentracbes de 0,01; 0,02; 0,03; 0,05; 0,1; 0,3; 0,5 ug/mL. Os resultados
foram calculados em pgZn/mL e transformados em ugZn/24h, considerando o

volume urinério de 24h.
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3.6.4 Controle da metodologia

O controle da metodologia da analise de zinco foi avaliado pelo material
de referéncia certificado SERONORM® (Serum, Whole blood e Urine), o qual
foi preparado conforme os mesmos procedimentos de diluicdo das amostras.

3.7 DeterminagOes dos parametros glicémicos

A determinacdo das concentracbes séricas de glicose (mg/dL) foi
realizada pelo método enzimético, e a determinacdo da hemoglobina glicada
(%), por reacdo enzimatica, utilizando kits comerciais (Labtest, Lagoa Santa,

Minas Gerais, Brasil).

3.8 indice de resisténcia a insulina - Homeostasis Model Assessment (HOMA-
IR) e Funcao das células g (HOMA-B)

Para avaliacdo da secrecdo da insulina sérica foi determinada a
concentracdo de glicose sérica, conforme item 3.7 e a concentracao de insulina
sérica pelo método de Imunoensaio tipo sanduiche utilizando
quimiluminescéncia realizada nos equipamentos automatizados Advia Centaur
Siemens ®. Esta analise foi realizada pelo Laboratorio do Hospital Universitario
da USP. A partir destes dados foi calculado o indice de resisténcia a insulina
(HOMA-IR) e a fungédo das células B (HOMA B) (MATTEWS, 1985) pelas

seguintes formulas:

HOMA-IR = Glicemia (mMol) % Insulina (uU/mL) + 22,5

HOMA B = 20 x Insulina (uU/mL) + Glicemia (mMol) — 3,5

3.9 Determinacdo do SNP Arg325Trp no gene SLC30A8 do ZnTS8
(rs13266634)

Primeiramente, foi realizada a extracdo do DNA a partir de 200 pyL de

sangue total com o kit PureLink™

— Genomic DNA da Life Technologies
(Applied Biosystems, Life Technologies), seguindo as instru¢des do fabricante.
Entao, foi feita a quantificagdo da concentracdo de DNA por meio de leitura em

espectrofotdmetro (Nanodrop®). Os resultados foram obtidos em ng/jL.
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A genotipagem dos participantes em relacéo ao polimorfismo Arg325Trp
no gene SLC30A8 que codifica para o ZnT8 foi feita pelo sistema TagMan SNP
Genotyping Assays (Applied Biosystems, Life Technologies), conforme as
instru¢cbes do fabricante. Este sistema é baseado na analise end-point da
reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (QRT-PCR) com primers e
sondas especifica para o SNP estudado.

As reagobes de amplificacdo foram realizadas em termociclador StepOne
System Plus (Applied Biosystems, Life Technologies). Estas analises foram
realizadas em uniplicata, em placas especificas de 96, com volume final de 20
ML em cada pogo, sendo 13,75 pyL do mix de reacao e 11,25 pyL da amostra de
DNA diluida em agua autoclavada. O mix de reacdo foi composto do Master
Mix® e do Assay Mix®, o qual continha a sonda, sendo ambos componentes
do sistema TagMan SNP Genotyping Assays®. A reacdo de amplificacdo foi
realizada com os primers forward 5-GGACAGAAAGAGTTCCCATAGCG-3’ e
reverse 5-ATAGCAGCATGTTTGAAGGTGGC-3' (HUANG et al.,, 2010),
seguindo o protocolo de: 10 minutos a 95°C para ativacdo da enzima, seguido
de 40 ciclos de 15 segundos a 92° para desnaturacdo e de um minuto a 60°C
para o anelamento. Ao final das reacdes foi detectada a presenca ou nao de
alelos variantes para o SNP estudado (CC: homozigoto selvagem; CT:

heterozigoto com alelo variante e TT: homozigoto variante).

3.10 Determinacao dos parametros lipidicos

As concentracdes de colesterol total, HDL-colesterol e triglicerideos
também foram realizadas por métodos enzimaticos comerciais (Labtest, Lagoa
Santa-Minas Gerais, Brasil). O colesterol contido na HDL foi determinado apos
a precipitacdo da fracdo LDL e triglicerideos (TG). A fracdo LDL foi calculada
utilizando-se a equacéo de Friedwald, Levy e Fredrickson (1972), sendo: LDL-c
= colesterol total — HDLc — TG/5.

3.11 Avaliagéo Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas com auxilio do software Statistical
Package for the Social Sciences, versdo 14.0 (SPSS, Chicago, IL, USA).
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Foram calculadas as seguintes medidas: média, desvio padrao,
frequéncias absoluta e relativa. Foram testadas a normalidade dos dados por
meio do teste Kolmogorov-Smirnov e a homogeneidade de variancia, com o
teste de Levene. Todos os dados apresentaram variancias homogéneas.

Os dados foram distribuidos de acordo com os gendétipos relativos ao
polimorfismo Arg325Trp no gene do ZnT8 e testados entre todos os gendtipos,
ou seja, CC, CT e TT, com o teste de ANOVA. Apés, fez-se as comparacgdes
multiplas pelo Teste de Tukey, a fim de ver quais os pares que diferiram.

O ajuste da ingestédo de zinco pela energia fornecida pela dieta foi realizado
pelo método residual proposto por Willet (1998), sendo primeiramente testada a
normalidade dos valores pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Apos essa etapa,
aplicou-se a correlacdo linear de Pearson para verificar a existéncia de
correlacdo entre a ingestao de energia e de zinco. Em seguida, foi aplicado o
teste de regressao linear simples, considerando a energia como variavel
independente e zinco como variavel dependente, para determinar o valor de
zinco estimado, residual, constante e ajustado. Ao final, a média do valor de
ingestdo de zinco foi igual tanto em sua forma ajustada quanto em sua forma
bruta, ja o valor do desvio-padréo apds o ajuste foi reduzido.

Para os biomarcadores do status de zinco foi realizado o teste de ANOVA e
apos fez-se as comparacdes multiplas pelo Teste de Tukey, os quais foram
classificados em tercis: |, Il e Ill e comparados aos parametros insulinémicos e
glicémicos.

O equilibrio de Hardy-Weinberg foi calculado por meio do teste Qui-
Quadrado, com a utilizacdo da calculadora para marcadores bialélicos
(RODRIGUEZ, GAUNT, DAY, 2009).

Todos os testes foram fixados com valores de confianca de 95% (P<0,05),
sendo considerados significativos.
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4. RESULTADOS

ARTIGO 1 — Estudo do polimorfismo Arg325Trp no gene do ZnT8 (SLC30A8)
no status de zinco e marcadores do metabolismo da glicose em individuos com
diabetes tipo 2 (DM2).

Resumo

O transportador de zinco 8 (ZnT8) nas células beta pancreaticas exerce um
papel importante para a disponibilidade de zinco nestas células, sendo que
esse mineral € essencial para a sintese, 0 armazenamento e a secre¢ao da
insulina. A presenga do polimorfismo Arg325Trp (rs13266634) no gene do
ZnT8 parece influenciar o status de zinco de individuos, e consequentemente
0s parametros do metabolismo glicidico. Assim, o objetivo desse estudo foi
avaliar a influencia do referido polimorfismo em individuos com DM2 no estado
nutricional relativo ao zinco e marcadores glicémicos e insulinémicos. Para
isso, 82 individuos com DM2 foram caracterizados quanto ao genoétipo do
polimorfismo Arg325Trp (rs13266634) no gene do ZnT8 pelo sistema TagMan
SNP Genotyping Assays. O estado nutricional dos individuos relativo ao zinco
foi avaliado por meio da concentracdo desse elemento no plasma, eritrécitos e
urina pelo método de espectrometria de absorcdo atdbmica de chama. A
ingestdo alimentar foi avaliada por meio do método recordatério de 24 horas,
realizado em trés dias ndo consecutivos. Também foram determinadas as
concentracbes séricas de glicose e insulina e percentual de hemoglobina
glicada. Foi calculado o indice de resisténcia a insulina (HOMA-IR) e a funcao
das células B (HOMA B) a partir dos resultados de glicose e insulina séricas. Os
resultados mostraram que as concentracfes de zinco no plasma, nos eritrécitos
e urina, bem como a ingestado alimentar de zinco ndo foram estatisticamente
diferentes entre os gendétipos (CC, CT e TT). O mesmo foi observado para os
marcadores glicémicos e insulinémicos. Portanto, pode-se concluir que nesse
trabalho, o polimorfismo Arg325Trp no gene SLC30A8 que codifica para ZnT8
nao influenciou o estado nutricional relativo ao zinco e os parametros do
metabolismo da glicose de individuos com DM2.

Palavras-chave: ZnT8, polimorfismo Arg325Trp, diabetes tipo 2, glicemia,

insulina.
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Study Arg325Trp ZnT8 polymorphism in the gene (SLC30A8) zinc in status
markers and glucose metabolism in individuals with type 2 diabetes
(T2DM).

Abstract

Zinc transporter 8 (ZnT8) in pancreatic beta cells plays an important role in the
availability of zinc in these cells, and this mineral is essential for the synthesis,
storage and secretion of insulin. The presence of the Arg325Trp polymorphism
(rs13266634) in the gene appears to influence ZnT8 zinc status of individuals,
and consequently the parameters of glucose metabolism. The objective of this
study was to evaluate the influence of that polymorphism in patients with DM2
in the nutritional status of zinc and glucose and insulinemic markers. For this,
82 individuals with type 2 diabetes were characterized by polymorphism
genotype Arg325Trp (rs13266634) in ZnT8 gene by TagMan SNP Genotyping
Assays system. The nutritional status of zinc on individuals was assessed by
the concentration of this element in plasma, erythrocytes and urine by the
method of flame atomic absorption spectrometry. The dietary intake was
assessed by 24-hour recall method, performed on three non-consecutive days.
It was also determined serum concentrations of glucose and insulin and
percentage of glycated hemoglobin. The insulin resistance index (HOMA-IR)
and the function of B cells (HOMA B) from the results of serum glucose and
insulin was calculated. The results showed that zinc concentrations in plasma,
erythrocytes and in urine, as well as zinc food intake were not significantly
different between genotypes (CC, CT and TT). The same was observed for
glucose and insulinemic markers. Therefore, it can be concluded that in this
study, the Arg325Trp polymorphism in the SLC30A8 gene encoding ZnT8 did
not affect the nutritional status of zinc and parameters of glucose metabolism in

individuals with type 2 diabetes.

Keywords: ZnT8, Arg325Trp polymorphism, type 2 diabetes, blood glucose,

insulin.
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Introducao

Estudos tém investigado possiveis associacdes entre o estado nutricional
dos individuos relativo ao zinco e o diabetes, relacdo que pode apresentar
condicdo modificadora e influenciadora da homeostase da glicose (ISLAM et
al., 2013; MARUTHUR et al., 2015). Sabe-se que o zinco esta envolvido no
processo secretério da insulina, e € visto como um estabilizador deste
hormonio, pois evita a degradacgédo, participa da sua sintese, armazenamento e
secregcdo. Simultaneamente, este elemento tragco essencial age como um
importante componente de mais de 300 enzimas com funcdo catalitica,
estrutural e transcricional (CHIMIENTI, 2013; MARUTHUR e MITCHELL, 2014;
SALEM et al., 2014).

Duas familias de genes atuam para que o zinco possa desempenhar sua
funcdo, a familia ZnT (SLC30) que realiza o transporte desse mineral do
citoplasma para fora da célula ou para vesiculas intracelulares e a familia Zip
(SLC39) que tém essa mesma funcdo, s6 que de forma contraria. O ZnT8,
integrante da familia ZnT (SLC30A8), é especifico das células pancreaticas,
portanto, um regulador chave na homeostase desse mineral nestas células. O
gene do ZnT8 esta localizado no cromossomo 8, regido 8924.11 (SALEM et al.,
2014; DAVIDSON et al., 2014).

As investigacoes realizadas desde a descoberta de variantes no gene do
ZnT8 (SLC30A8) associado ao DM2 mostraram mais interesse para 0
polimorfismo de nucleotideo Unico (Single Nucleotide Polimorfism - SNP)
Arg325Trp (rs13266634), pois individuos que apresentam o genaétipo selvagem
(alelo C) possuiam maior risco para o desenvolvimento do DM2, por influenciar
0 mecanismo de secrecdo da insulina. Esse SNP causa a substituicdo da base
citosina (C) por uma timina (T) na posicdo 325, formando o aminoacido
triptofano ao invés da arginina (SLADEK et al., 2007; MARUTHUR e
MITCHELL, 2014; MARUTHUR et al., 2015).

Shan et al. (2014) publicaram o primeiro estudo que mostrou interagdes
entre as concentracdes de zinco plasmatico, o0 SNP Arg325Trp que codifica
para o transportador ZnT8 e alteracbes na homeostase da glicose. Os autores

verificaram que os individuos com DM2 e os que tinham alteracéo na regulacéo
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da glicose e que apresentavam o alelo C exibiam reduzidas concentracdes de
zinco no plasma quando comparados ao grupo com tolerancia normal a
glicose.

Assim, este estudo teve como objetivo avaliar a influéncia do SNP
Arg325Trp no gene SLC30A8 que codifica para o ZnT8 em relagdo ao estado
nutricional relativo ao zinco e aos parametros glicémicos e insulinémicos de

individuos com DM2 residentes no Brasil.
Casuistica

Populacao do estudo

Foram avaliados 82 individuos com idades entre 29 e 59 anos, de ambos
0S géneros, voluntarios, que fazem acompanhamento clinico no Servigco de
Endocrinologia e Metabologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, Brasil, inseridos no estudo
por demanda espontanea e de acordo com os critérios de inclusédo, os quais
foram: presenca de diabetes mellitus tipo 2 sem estar fazendo uso de insulina,
adultos, ndo fumantes e que nao fizessem uso de bebida alcodlica de forma
regular, além da auséncia de outras doengas crbnicas ndo transmissiveis, como
artrite reumatoide, doencas renais e da tireoide, psoriase e cancer, que pudessem
interferir no estado nutricional dos individuos em relagéo ao zinco.

Este estudo foi conduzido de acordo com as diretrizes estabelecidas pela
Declaracdo de Helsinki e todos os procedimentos envolvendo os pacientes
avaliados foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo sob o parecer 414.203.
O consentimento escrito livre e esclarecido foi obtido de todos os participantes

do estudo.

Métodos

Avaliacdo Antropométrica
Foram realizadas medidas antropométricas de peso (kg) e estatura (cm),
segundo metodologia de Frisancho (1990). Em seguida, realizou-se o calculo

do indice de Massa Corpérea (IMC) e o resultado foi classificado de acordo
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com o proposto pela Organizacdo Mundial de Saude - OMS (WHO, 2000). Para
avaliar o percentual de gordura, foi utilizado o analisador de composi¢cdo
corporal tetrapolar da marca Biospace, modelo InBody 720 e os resultados
foram baseados nos pontos de corte recomendados por Pollock e Wilmore
(1993). A avaliacdo da medida de circunferéncia da cintura (CC) foi classificada

segundo os valores de referéncia propostos pela OMS (WHO, 2000).

Avaliacao da ingestéo alimentar de zinco

O método utilizado para avaliar a ingestdo alimentar foi o recordatério de
24h, o qual foi obtido de trés dias nao consecutivos, sendo dois dias durante a
semana e um dia no final de semana. A analise dos alimentos consumidos
pelos participantes da pesquisa foi feita por meio do Software NutWin, verséo
2.5. A adequacdo da dieta em relacdo ao zinco foi avaliada a partir de
comparacdes com a Necessidade Média Estimada (Estimated Average
Requirement — EAR) conforme propostos pelo Institute of Medicine (IOM,
2001). Também foi realizado o ajuste pela energia dos valores de zinco
encontrado (WILLET, 1998).

Obtencédo das amostras

Sangue

Apls jejum de 10 a 12h, foram colhidos 20 mL de sangue dos
participantes, em tubo com anticoagulante heparina sédica livre de elementos
traco para analise de zinco, tubo com EDTA para a genotipagem do SNP
Arg325Trp (rs13266634) e determinagdo da hemoglobina glicada, e tubo sem
anticoagulante para analise das concentracdes de insulina e glicose séricas. A
obtencéo do plasma para a determinacéo de zinco, foi a partir da centrifugacao
a 3.000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Em seguida, a massa eritrocitaria obtida
foi lavada trés vezes com 3 mL de solu¢cdo com NaCl a 0,9%, homogeneizada
lentamente por inversédo e centrifugada a 10.000 rpm por 10 minutos a 4°C,
sendo o sobrenadante descartado. As amostras de sangue total e de soro

foram armazenadas em microtubos estéreis, as de plasma e massa eritrocitaria
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foram acondicionadas em microtubos desmineralizados e todas as amostras
armazenadas a -80°C.

Urina

Os participantes foram orientados a coletarem a urina durante 24 horas
para a determinacdo da concentracdo de zinco. Apdés o0 recebimento das
amostras, o volume foi aferido, e uma aliquota foi conservada a -80° C para

posterior analise.

Genotipagem do SNP Arg325Trp (rs13266634)

O DNA gendmico foi extraido a partir de 200 puL de sangue total com uso
de kit comercialmente disponivel (kit PureLink™ — Genomic DNA; Life
Technologies), seguindo as instru¢cdes do fabricante.

A genotipagem dos participantes em relacdo ao SNP Arg325Trp no gene
SLC30A8 que codifica para o ZnT8 foi feita pelo sistema TagMan SNP
Genotyping Assays (Applied Biosystems, Life Technologies),

As reagbes de amplificagéo foram realizadas em termociclador StepOne
System Plus (Applied Biosystems, Life Technologies). As analises foram
realizadas em uniplicatas, em placas especificas de 96 poc¢os, com volume final
de 20 pL em cada pocgo, sendo 13,75 uyL do mix de reacédo e 11,25 uL da
amostra de DNA diluida em agua autoclavada. O mix de reacdo foi composto
do Master Mix® e do Assay Mix®, o qual continha a sonda, sendo ambos
componentes do sistema TagMan SNP Genotyping Assays®. A reacdo de
amplificagéo foi realizada com 0s primers forward 5'-
GGACAGAAAGAGTTCCCATAGCG-3’ e reverse 5'-
ATAGCAGCATGTTTGAAGGTGGC-3* (HUANG et al, 2010), seguindo o
protocolo: 10 minutos a 95°C para ativacédo da enzima, seguido de 40 ciclos de
15 segundos a 92°C para desnaturacdo e de um minuto a 60°C para o
anelamento. Ao final das reacfes foi detectada a presenca ou ndo de alelos
variantes para o SNP estudado (CC: homozigoto selvagem; CT: heterozigoto

com alelo variante e TT: homozigoto variante).
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Determinacgdo da concentracdo de zinco no plasma, eritrocitos e urina

A determinagdo da concentracdo de zinco no plasma, eritrcito e urina foi
realizada por meio do método de espectrometria de absorcdo atbmica de
chama, conforme metodologia proposta por Rodriguez et al. (1989),
Whitehouse et al. (1982), adaptada por Cordeiro (1994) e por Kiilerich et al.
(1980), respectivamente. Como padrdo de andlise, foi utilizado o Tritizol®
(MERCK®). Uma curva padréao de zinco foi preparada utilizando as seguintes
concentracbes: 0,01; 0,02; 0,03; 0,05; 0,1; 0,3; 0,5 ug/mL, diluidas em agua
nanopura. Para a analise de zinco no plasma, acrescentou-se a curva de
calibragéo solucao de glicerol a 3%. Os resultados das analises desse mineral
no plasma e eritrécitos foram expressos em pug/dL e pgZn/g Hb,
respectivamente. Para isso, foi determinada a concentracdo de hemoglobina
nos eritrocitos. A concentracdo de zinco na urina foi transformada em
ugZn/24h, considerando o volume urinario de 24h. O controle da metodologia
da andlise de zinco foi avaliado pelo material de referéncia certificado
SERONORM® (Serum, Whole blood e Urine).

Parametros glicémicos

A determinacdo da concentracdo sérica de glicose (mg/dL) foi realizada
pelo método enzimatico, e a determinacdo da hemoglobina glicada (%), por
reacdo enzimatica, utilizando kits comerciais (Labtest, Lagoa Santa, Minas

Gerais, Brasil).

Determinacdo de insulina sérica e calculos do Homeostasis Model
Assessment (HOMA)

A concentracdo de insulina sérica foi determinada pelo método de
Imunoensaio tipo sanduiche utilizando quimiluminescéncia (Advia Centaur
Siemens ®). Para avaliagdo do indice de resisténcia a insulina e da funcéo das
células B foram realizados os calculos do HOMA-IR (resisténcia a insulina) e
HOMA B (funcéo das células beta) (MATTEWS, 1985), respectivamente pelas
seguintes formulas: HOMA-IR = Glicemia (mMol) x Insulina (uU/mL) + 22,5 e
HOMA B = 20 x Insulina (pU/mL) + Glicemia (mMol) — 3,5. A glicemia de jejum

foi determinada conforme metodologia descrita anteriormente.
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Avaliacdo Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas no software Statistical Package
for the Social Sciences, versao 14.0 (SPSS, Chicago, IL, USA).

Os resultados foram apresentados em média, desvio padrdo e em
frequéncias absoluta e relativa. Foram testadas a normalidade dos dados por
meio do teste Kolmogorov-Smirnov e a homogeneidade de variancia, com o
teste de Levene. Todos os dados apresentaram variancias homogéneas.

Os dados foram distribuidos de acordo com os genotipos relativos ao SNP
Arg325Trp e testados entre todos 0s genotipos, ou seja, CC, CT e TT, com o
teste de ANOVA. Em seguida, realizaram-se as compara¢cdes multiplas pelo
Teste de Tukey, a fim de verificar quais os pares que diferiram.

A ingestao alimentar de zinco foi ajustada pela energia fornecida pela dieta,
de acordo com o método residual proposto por Willet (1998), usando regressao
linear simples.

O equilibrio de Hardy-Weinberg foi calculado por meio do teste Qui-
Quadrado, com a utilizacdo da calculadora para marcadores bialélicos
(RODRIGUEZ, GAUNT, DAY, 2009).

Todos os testes foram fixados com valores de confianca de 95% (p<0,05),
sendo considerados significativos.

Resultados

Foram avaliados 82 pacientes com diabetes mellitus tipo 2, com idades
entre 29 e 59 anos, de ambos os géneros, sem diferenca significativa em
relacdo ao género (p>0,05). O tempo médio de diagndstico da doenca foi de
7,3 anos. As caracteristicas clinicas bem como a distribuicdo dos gendétipos

estdo apresentadas na tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas clinicas e distribui¢do dos genoétipos do SNP Arg325Trp do gene
SLC30A8 do ZnT8 dos individuos com DM2.

Variaveis DM2 (n=82)
Género
Masculino, n (%) 51(62,0)

Idade (anos) 50,7+6,9



Tempo de diagnostico da doenca (anos)
Historia familiar de diabetes, n (%)
Hipertensos, n (%)
Peso (kg)
Estatura (cm)
IMC (kg/(m)>?)
Circunferéncia da Cintura (cm)
Gordura corporal (%)
Glicose sérica (mg/dL)
Hemoglobina glicada (%)
Insulina sérica (LUI/mL)
HOMA-IR
HOMA-B
Genotipos
CC
CT
1T

7,3+6,8
69 (84,1)

43 (52,4)

81,4194

166,0+10,0

29,145,3

97,5+£12,6
35,0+9,2
150,3+53,6
8,1+1,2
17,4+10,6
6,5%+4,5
42,3+30,7

44 (53,7%)
30 (36,6%)
8 (9,8%)
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Os resultados foram apresentados em frequéncia absoluta (n) e relativa (%) para dados categoricos, e em

média e desvio padrdo para os demais resultados.

A avaliacdo da composicdo corporal dos pacientes com DM2 néo

apresentou diferenca estatistica entre os gendétipos (p>0,05), os resultados

estdo apresentados na tabela 2.

Tabela 2. Composicao corporal dos pacientes com DM2 de acordo com os genétipos do SNP

Arg325Trp que codifica para o gene SLC30A8 do ZnT8.

o CcC CT TT
Variaveis p*
n=44 n=30 n=8
Peso (Kg) 80,5£19,6 82,5+19,6 82,3+19,6 0,909
Estatura (cm) 160,0+10,0 169,0+10,0 162,0+10,0 0,230
IMC (kg/(m)?) 29,145,1  28,615,2 31,2+6,3 0,490
Circunferéncia da Cintura (cm) 95,7+11  98,6+13,6 104,7+17,1 0,287
Gordura corporal (%) 35,5+9,7 33,418,6 38,3+8,6 0,449

Dados apresentados em média e desvio padrao. * teste de ANOVA,; teste de Tukey.
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Ao avaliar o status de zinco dos pacientes com DM2, observou-se que
apenas a concentracdo desse mineral no plasma apresentou diferenca
estatistica entre os genétipos CT e TT (Tabela 3). Da mesma forma, nédo foi
observada diferenca significativa nos parametros glicémicos e insulinémicos

para os diferentes genaotipos.

Tabela 3. Parametros do status de zinco, glicémicos e insulinémicos dos individuos com DM2
de acordo com os genétipos do SNP Arg325Trp que codifica para o gene SLC30A8 do ZnT8.

CC CT TT
Parametros p*
n=44 n=30 n=8

Zn Plasmatico (ug/dL) 84,6+10,9% 79,3+12,4*  90,6+12,6° 0,030
Zn Urinario (ug Zn/24h)  861,9+601,7 882,6+495,7 1158,6+1063,1 0,463

Zn Eritrocitario (ug/g Hb) 29,4+4,10 30,845,1 30,945,8 0,404
Zn dietético (mg/dia) 9,9+0,7 9,8+0,8 10,240,7 0,370
Insulina sérica (LUI/mL) 16,0£10,0 18,4+11,4 21,4+1,0 0,344
Glicose sérica (mg/dL) 149,4453,7 150,2+59,3 155,2+37,4 0,962
Hemoglobina glicada (%) 8,0+1,3 8,1+1,3 8,1+0,8 0,981
HOMA-IR 6,0+4,6 6,8+4,8 7,8+3,6 0,560
HOMA-B 38,1+27,3 45,9+32,7 51,6+39,8 0,370

Dados apresentados em média e desvio padrao. * teste de ANOVA,; teste de Tukey.

Discussao

Estudos buscam o esclarecimento dos mecanismos entre o zinco, 0
ZnT8 e o0 SNP Arg325Trp (rs13266634) que codifica para o gene SLC30A8 no
ZnT8 para entender a influéncia protetora que esse SNP promove em
individuos com DM2. Dentro dessa perspectiva, este é o primeiro estudo
brasileiro realizado em pacientes com DM2, e os resultados mostraram que a
presenca dos diferentes gendtipos para o SNP mencionado acima nao
influenciaram o estado nutricional relativo ao zinco dos pacientes, bem como os
parametros do metabolismo da glicose.

A frequéncia dos genotipos para o SNP avaliado foi similar ao
encontrado em outras populacdes, como a indiana (SANGHERA et al., 2008),
francesa (SLADEK et al., 2007), russa (POTAPOV et al.,, 2010) e iraniana
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(FAGHIH et al.,, 2014), e diferente do observado na populacdo japonesa
(HORIKOSHI et al., 2007), coreana (LEE et al., 2008) e chinesa (HAN et al.,
2010), as quais apresentaram maiores frequéncias dos alelos CT.

A presenca do alelo C (alelo selvagem) para o SNP Arg325Trp
(rs13266634) no gene SLC30A8 do ZnT8 tem instigado os pesquisadores a
encontrar a explicacao para a sua relacdo com anormalidades na secrecéo e
processamento de insulina quando estimulada pela glicose (BOESGAARD et
al., 2008; SHAN et al., 2014; MARUTHUR et al., 2015). Outro fator que os
pesquisadores buscam elucidacdo é a perda da funcdo do ZnT8 na presenca
do SNP Arg325Trp, de modo que supde-se que essa proteina perca a
seletividade, devido a alterac6es no cédon iniciador do gene SLC30A8, o que
aumentaria a secrecao de insulina e reduziria o risco para desenvolvimento do
DM2 (FLANNICK et al., 2014).

Neste estudo, ndo foram observadas diferencas estatisticas nas
concentracbes de insulina e glicose séricas, percentual de hemoglobina
glicada, funcdo das células beta avaliadas pelo HOMA-B e da resisténcia a
insulina (HOMA-IR) entre os genétipos. De acordo com Boesgaard et al.
(2008), individuos sem alteracdo na homeostase da glicose e que possuiam o
alelo variante T para o SNP Arg325Trp (rs13266634) no gene SLC30A8 do
ZnT8 tiveram secrecédo de insulina aumentada apdés o teste oral de tolerancia a
glicose quando comparados aos individuos com alelo selvagem. No entanto,
ndo foi observada diferenca na resisténcia a insulina avaliada pelo HOMA-IR.
Ressalta-se o estudo mencionado acima foi conduzido com individuos sem
alteracdes no metabolismo da glicose.

Semelhante ao observado neste estudo, Xiang et al. (2008) néo
verificaram correlacéo entre os gendtipos do SNP Arg325Trp no gene SLC30A8
do ZnT8 e a glicemia de jejum, insulina plasmatica, HOMA-IR e HOMA-B em
chineses com tolerancia normal a glicose como naqueles que apresentavam
intolerancia a glicose e DM2.

Em individuos pos-transplantados renais, tanto com DM2 quanto sem
diabetes, com genotipo TT do SNP Arg325Trp no gene do ZnT8, a funcdo das

células beta pancreaticas foi melhor preservada quando avaliada pelo HOMA-
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B. Contudo, a resisténcia a insulina néo foi diferente nos grupos de acordo com
0s genotipos (KANG et al., 2008).

A resisténcia a insulina, por sua vez, estd associada com obesidade. Os
pacientes avaliados neste estudo se encontram com sobrepeso e obesidade, o
gue pode favorecer a resisténcia a insulina. Stern et al. (2005) realizaram um
estudo populacional com 2138 pessoas sem diabetes e de etnia variada com
objetivo de desenvolver pontos de corte para identificar individuos com
resisténcia a insulina a partir do IMC. Os resultados mostraram que € possivel
fazer associacdo entre o IMC e a resisténcia a insulina, sendo este um
indicador de facil aplicagdo, podendo ser inserido na rotina clinica para o
reconhecimento de doencgas graves como o diabetes.

Semelhante ao encontrado neste estudo, Maruthur et al. (2015) também
avaliaram o IMC de individuos com sobrepeso e obesidade de acordo com o
genotipo do SNP Arg325Trp no gene SLC30A8 do ZnT8 e nado observaram
diferenca entre os genoétipos. Na populacéo chinesa com DM2, a circunferéncia
da cintura foi maior nos individuos com genotipo TT para o SNP Arg325Trp no
gene do ZnT8 (XIANG et al., 2008). O mesmo resultado foi encontrado no
estudo de Staiger et al. (2007) para o genotipo variante, no entanto, ndo foi
observada diferenca em relacdo ao percentual de gordura de acordo com 0s
diferentes gendtipos. Neste estudo néo foi observada diferenca na composicéo
corporal nos individuos com DM2 de acordo os gendtipos do SNP Arg325Trp
no gene do ZnT8.

O ZnT8 estéa localizado nas vesiculas que secretam insulina, por isso
altas concentracdes de zinco sdo encontradas nas ilhotas pancreaticas, pois
este mineral é essencial no processo de cristalizacdo da insulina dentro do
granulo, sendo liberado juntamente com este horménio na corrente sanguinea
apos o estimulo de secrecdo pela glicose circulante, por isso o0 zinco torna-se
essencial para o processamento adequado, secrecdo e estabilidade do
hexamero de insulina (CHIMIENTI et al., 2004; RUZ et al., 2013). A maioria dos
estudos realizados com individuos com diabetes mostra que o estado
nutricional relativo ao zinco é deficiente (CAPDOR et al., 2013; AL-MAROFF e
AL-SHARBATTI, 2006; AL-TIMINI e MAHMOUD, 2011 WALTER JR et al.,
1998).
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A compreensao da possivel associacdo entre o SNP Arg325Trp no gene
SLC30A8 do ZnT8 e o estado nutricional relativo ao zinco, principalmente em
grupos populacionais com alteragdo no metabolismo da glicose, é essencial
para futuras abordagens nutricionais e terapéuticas. Nossos resultados néo
mostraram diferencas significativas nos paréametros avaliados do status de
zinco, considerando os diferentes gendtipos do SNP Arg325Trp.

Recentemente, foi publicado o primeiro estudo que mostrou uma forte
interacdo do alelo variante (TT) do SNP Arg325Trp com as concentracfes
aumentadas de zinco no plasma em individuos chineses com DM2, além de
uma associagao inversa com os parametros do metabolismo da glicose nesses
individuos (SHAN et al., 2014).

Até o momento ndo foi realizado nenhum estudo avaliando as
concentracfes de zinco nos eritrocitos, na urina e a ingestdo desse mineral
pela alimentagdo em individuos com DM2 associando-os ao SNP Arg325Trp no
gene do ZnT8.

Mesmo nao encontrando uma relacdo dos parametros do estado
nutricional relativo ao zinco nos diferentes gendétipos do SNP Arg325Trp no
gene do ZnT8, os resultados da concentragdo de plasma mostram-se
adequadas quando comparados aos valores de referéncia e com estudos
dessa natureza em pacientes com DM2 (WILLIAM et al., 1995; QUILLIOT et al.,
2001; SINHA e SEN, 2014). Associado a esse resultado, a ingestdo alimentar
de zinco contribuiu para o pool de zinco encontrado no plasma dos individuos
com DM2.

No entanto, pelos valores reduzidos de concentracbes de zinco nos
eritrocitos e a hiperzincuria podemos considerar que os pacientes avaliados
apresentavam deficiéncia desse mineral. Os estudos que utlizam as
concentracbes de zinco eritrocitario para avaliacdo de deficiéncia sao
desenhados com o intuito de verificar o status dos individuos considerando um
periodo mais longo, uma vez que os eritrécitos possuem meia vida de 120 dias
(VITOUX; ARNAUD; CHAPPUIS, 1999; KRUSE-JARRES e RUKGAUER, 2000;
SANDSTRON, 2001).

A hiperzincuria € um achado frequente nos individuos com DM2
(CUNNINGHAM et al., 1994; MARREIRO et al., 2007; YAHYA e ALI SAQIB,
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2011.). No entanto, os mecanismos que levam ao aumento da excrecao de
zinco ndo estdo elucidados (VALENZUELA et al.,, 2012; JUROWSKI et al.
2014). Em uma pesquisa recente, realizada com individuos adultos sem
diabetes, verificou-se que a concentracdo de zinco na urina foi associada a
alteracdes na glicemia de jejum e o risco para o diabetes (FENG et al., 2015).

Nesse sentido, pesquisas nessa area em diferentes populagdes, como a
resposta a suplementacdo de zinco, somar-se-ia ao entendimento do
aproveitamento desse mineral e a sua relacdo com os parametros glicémicos e
insulinémicos de individuos com DM2 com diferentes genoétipos para o SNP
Arg325Trp no gene SLC30A8 do ZnT8.

Conclusao
O SNP Arg325Trp no gene SLC30A8 que codifica para ZnT8 néo teve
influéncia no estado nutricional relativo ao zinco de pacientes com DM2 deste

estudo, bem como nos parametros glicémicos e insulinémicos.
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ARTIGO 2 - Deficiéncia em zinco esta relacionada com a piora no controle

glicémico de individuos com diabetes mellitus tipo 2 (DM2).

Resumo

Estudos tém mostrado que o status de zinco deficiente pode contribuir para a
piora do controle glicémico, pois disturbios metabdlicos associados com a
resisténcia a insulina e a consequente hiperglicemia podem estar relacionadas
a deficiéncia desse mineral e a elevados percentuais de hemoglobina glicada.
Assim, este estudo teve como objetivo relacionar os parametros insulinémicos
e glicémicos ao status nutricional de zinco em individuos com DM2. Foram
avaliados 82 individuos entre 29 e 59 anos, de ambos o0s sexos. Para avaliacao
do status nutricional de zinco foi determinada a concentragdo de zinco no
plasma, eritrécitos e urina por meio do método de espectrometria de absorcéo
atdmica de chama e a avaliacao da ingestédo alimentar por meio do recordatério
de 24 horas em trés dias ndo consecutivos e um dia de final de semana. A
determinacdo das concentracdes séricas de glicose (mg/dL), da hemoglobina
glicada (%) e colesterol total e fragdes foi realizada utilizando kits comerciais. A
insulina sérica foi avaliada pelo método de imunoensaio tipo sanduiche
utilizando quimiluminescéncia. Em seguida, realizou-se o calculo do indice de
resisténcia a insulina (HOMA-IR) e da funcao das células (HOMA ). Observou-
se correlacdo inversa e significativa entre as variaveis zinco no plasma e o
percentual de hemoglobina glicada (r= -0,325, p= 0,003) e positiva entre a
excrecdo de zinco na urina e a glicose sérica (r=0,269, p= 0,016), e o
percentual de hemoglobina glicada (r=0,318, p= 0,004) e HOMA-IR (r=0,289,
p= 0,009). Portanto, estes resultados nos permitem concluir que o status de
zinco dos pacientes com DM2 deste estudo foi deficiente e correlacionado ao

pior controle glicémico.

Palavras-chave: zinco, diabetes mellitus tipo 2,glicemia, insulina, HOMA.
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Zinc deficiency is related to the worsening glycemic control in individuals
with diabetes mellitus type 2 (DM2).

Abstract

Studies have shown that the poor zinc status may contribute to worsening of
glucose control, as metabolic disorders associated with insulin resistance and
the consequent hyperglycemia may be related to deficiency of this mineral and
the high percentage of glycated hemoglobin. This study aimed to relate the
insulinemic and glycemic parameters to the nutritional status of zinc in patients
with DM2. We evaluated 82 individuals between 29 and 59 years, of both
sexes. For evaluation of zinc nutritional status was determined by the
concentration of zinc in plasma, erythrocytes and urine by means of atomic
absorption flame spectrometry method and the evaluation of feed intake
through the 24-hour recall on three non-consecutive days and weekend day.
The determination of serum glucose (mg / dl), glycated hemoglobin (%) and
total cholesterol fractions was performed using commercial kits. Serum insulin
was measured by sandwich immunoassay method using chemiluminescence.
Then he carried out the calculation of insulin resistance (HOMA-IR) and cell
function (HOMA B). There was a significant inverse correlation between plasma
zinc variables and the percentage of glycated hemoglobin (r = -0.325, p =
0.003) and positive between the zinc excretion in urine and serum glucose (r =
0.269, p = 0.016 ), and the percentage of glycated hemoglobin (r = 0.318, p =
0.004) and HOMA-IR index (r = 0.289, p = 0.009). Therefore, these results allow
us to conclude that zinc status of patients with DM2 of this study was deficient

and correlated with worse glycemic control.

Keywords: Zinc, type 2 diabetes mellitus, blood glucose, insulin, HOMA.
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Introducao

Alteracbes na homeostase de zinco em pacientes com diabetes tém sido
observadas ao longo dos anos (KINLAW et al., 1983; AL-MAROOF; AL-
SHARBATTI, 2006; WALTER JR et al., 1991; AL-TIMINI e MAHMOUD, 2011,
SINHA e SEN, 2014 ), principalmente, pela deficiéncia desse mineral no
plasma e pela hiperzincuria (JANSEN et al., 2009; CHIMIENTI, 2013; CAPDOR
et al.,, 2013). Esses distirbios no metabolismo do zinco também tém sido
associados ao deficiente controle metabdlico da doenca (SINHA e SEN, 2014).

A relacédo estabelecida do zinco no metabolismo da glicose se da pela
sua participacdo na cristalizacdo e sinalizacdo da insulina. Em condi¢cdes
fisiolégicas, a quantidade de zinco no pancreas € abundante, e se concentra
principalmente nas vesiculas secretorias de insulina, pois esse mineral compde
a estrutura desse horménio, servindo para estabilizar e minimizar a
susceptibilidade ao dano oxidativo (WIJESEKARA; CHIMIENTI; WHEELER,
2009; CHIMIENTI, 2013). Além disso, tem-se associado a participagcdo do zinco
na sensibilidade a insulina por ativar a cascata do PI3K/Akt (Phosphoinositol-3-
Kinase/proteina kinase B). Isto foi observado em adipécitos e fibroblastos de
ratos (TANG e SHAY, 2001) e em hepatécitos (WALTER et al., 2006) e células
de pulm&o humano (WU et al., 2003). A ativacdo dessa cascata contribui para
a regulacdo do transporte da glicose, sintese de glicogénio, gliconeogénese,
lipogénese e sintese de proteina.

Estudos mostram que concentracdes de zinco reduzidas no plasma e/ou
soro estdo associadas a reducdo da sensibilidade a insulina, o que favorece a
hiperglicemia. A suplementagédo com o zinco tem mostrado que esse mineral
melhora os parametros glicémicos como percentual de hemoglobina glicada e
glicose (JAYAWARDENA et al., 2012; CAPDOR et al., 2013; MARUTHUR et al,
2015). Em meta-analise realizada com estudos de suplementacdo de zinco em
individuos com DM2, foi observada modesta reducdo nos valores de glicose e
uma tendéncia para diminuicdo do percentual de hemoglobina glicada
(CAPDOR et al., 2013).

O entendimento da relacdo entre o status nutricional de zinco e os

parametros insulinémicos e/ou glicémicos podera trazer maior conhecimento da
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participacdo desse mineral na homeostase da glicose. Nesse sentido, este
estudo teve como objetivo avaliar o status de zinco de pacientes com DM2 por
meio das concentracbes de zinco no plasma, eritrocitos e urina além da

ingestao alimentar e sua relacdo com os parametros de controle glicémico.

Material e Métodos

Populacao do estudo

Foram avaliados 82 individuos com idades entre 29 e 59 anos, de ambos
0S géneros, voluntérios, que fazem acompanhamento clinico no Servico de
Endocrinologia e Metabologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, Brasil, inseridos no estudo
por demanda espontanea e de acordo com os critérios de inclusdo, os quais
foram: presenca de DM2 sem estar fazendo uso de insulina, adultos, ndo fumantes
e que nao fizessem uso de bebida alcodlica de forma regular, além da auséncia
de outras doencas crénicas ndo transmissiveis, como artrite reumatoide, doencas
renais e da tireoide, psoriase e cancer, que pudessem interferir no estado
nutricional dos individuos em relacéo ao zinco.

Este estudo foi conduzido de acordo com as diretrizes estabelecidas pela
Declaracdo de Helsinki e todos os procedimentos envolvendo os pacientes
avaliados foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo sob o parecer 414.203.
O consentimento livre e esclarecido foi obtido de todos os participantes do

estudo.

Avaliacdo Antropométrica

Foram realizadas medidas antropométricas de peso (kg) e estatura (cm),
segundo metodologia de Frisancho (1990). Em seguida, realizou-se o calculo
do indice de Massa Corpérea (IMC) e o resultado foi classificado de acordo
com o proposto pela Organizacdo Mundial de Saude - OMS (WHO, 2000). Para
avaliar o percentual de gordura, foi utilizado o analisador de composicéo
corporal tetrapolar da marca Biospace, modelo In Body 720 e os resultados

foram baseados nos pontos de corte recomendados por Pollock e Wilmore
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(1993). A avaliacdo da medida de circunferéncia da cintura (CC) foi classificada

segundo os valores de referéncia propostos pela OMS (WHO, 2000).

Avaliacao da ingestéo alimentar de zinco

O método utilizado para avaliar a ingestdo alimentar foi o recordatorio de
24h, o qual foi obtido de trés dias nao consecutivos, sendo dois dias durante a
semana e um dia no final de semana. A analise dos alimentos consumidos
pelos participantes da pesquisa foi feita com o auxilio do Software NutWin,
verséo 2.5. A adequacéo da dieta em relagédo ao zinco foi avaliada a partir de
comparacdes com a Necessidade Média Estimada (Estimated Average
Requirement— EAR) e o0s macronutrientes com o Intervalo
aceitavel da distribuicdo de macronutrientes (Acceptable Macronutrient
Distribution Range - AMDR), conforme proposto pelo Institute of Medicine
proposta pelo Institute of Medicine (IOM, 2001; 2005). Também foi realizado o

ajuste dos valores de zinco pela energia das dietas (WILLET, 1998).

Obtencédo das amostras

Sangue

Apds jejum de 10 a 12h, foram colhidos 20 mL de sangue dos
participantes, em tubo com anticoagulante heparina sddica livre de elementos
traco para analise de zinco, tubo com EDTA para determinacdo da
hemoglobina glicada e tubo sem anticoagulante para analise das
concentracfes de insulina, glicose e colesterol e fracbes. A obtencdo do
plasma para a determinacao de zinco, foi a partir da centrifugacdo a 3.000 rpm
durante 15 minutos a 4°C. Em seguida, a massa eritrocitaria obtida foi lavada
trés vezes com 3 mL de solucdo com NaCl a 0,9%, homogeneizada lentamente
por inversdo e centrifugada a 10.000 rpm por 10 minutos a 4°C, sendo o
sobrenadante descartado. As amostras de sangue total e de soro foram
armazenadas em microtubos estéreis, as de plasma e massa eritrocitaria foram
acondicionadas em microtubos desmineralizados e todas as amostras foram

armazenadas a -80°C.
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Urina

Os participantes foram orientados a coletarem a urina durante 24 horas
para a determinagdo da concentracdo de zinco. No laboratério foi medido o
volume e retirou-se uma aliquota para andlise, que também foi mantida a -
80°C.

Determinacédo da concentracao de zinco no plasma, eritrocitos e urina

A determinacdo da concentracao de zinco no plasma, eritrocito e urina foi
realizada por meio do método de espectrometria de absorcdo atdbmica de
chama, conforme metodologia proposta por Rodriguez et al. (1989),
Whitehouse et al. (1982), adaptada por Cordeiro (1994) e por Kiilerich et al.
(1980), respectivamente. Como padrdo de andlise, foi utilizado o Tritizol®
(MERCK®). Uma curva padréao de zinco foi preparada utilizando as seguintes
concentracbes: 0,01; 0,02; 0,03; 0,05; 0,1; 0,3; 0,5 ug/mL, diluidas em &gua
nanopura. Para a analise de zinco no plasma, acrescentou-se a curva de
calibracdo solucao de glicerol a 3%. Os resultados das andlises desse mineral
no plasma e eritrécitos foram expressos em ug/dL e pgZn/g Hb,
respectivamente. Para isso, foi determinada a concentragdo de hemoglobina
nos eritrécitos. A concentracdo de zinco na urina foi transformada em
ugZn/24h, considerando o volume urinario de 24h. O controle da metodologia
da analise de zinco foi avaliado pelo material de referéncia certificado
SERONORM® (Serum, Whole blood e Urine).

Parametros glicémicos e lipidicos

A determinacdo da concentracdo seérica de glicose (mg/dL) foi realizada
pelo método enzimético, e a determinagdo da hemoglobina glicada (%), por
reacdo enzimatica, utilizando kits comerciais (Labtest, Lagoa Santa, Minas
Gerais, Brasil). As concentracfes de colesterol plasmatico total, HDL-colesterol
e triglicerideos também foram analisadas por métodos enzimaticos comerciais
(Labtest, Lagoa Santa-Minas Gerais, Brasil). O colesterol contido na HDL foi
determinado apoOs a precipitacdo da fracdo LDL e dos triglicerideos (TG). A
fracdo LDL foi calculada utilizando-se a equacdo de Friedwald, Levy e
Fredrickson (1972), sendo: LDL-c = colesterol total - HDLc — TG/5.
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Determinagcdo de insulina sérica e calculos do Homeostasis Model
Assessment (HOMA)

A concentragdo de insulina sérica foi determinada pelo método de
Imunoensaio tipo sanduiche utilizando quimiluminescéncia (Advia Centaur
Siemens ®). Para avaliacdo do indice de resisténcia a insulina e da funcéo das
células B foram realizados os calculos do HOMA-IR (resisténcia a insulina) e
HOMA B (funcéo das células beta) (MATTEWS, 1985), respectivamente pelas
seguintes formulas: HOMA-IR = Glicemia (mMol) x Insulina (UU/mL) + 22,5 e
HOMA B = 20 x Insulina (uU/mL) + Glicemia (mMol) — 3,5. A glicemia de jejum

foi determinada conforme metodologia descrita anteriormente.

Avaliacdo Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas com auxilio do software
Statistical Package for the Social Sciences, versdo 14.0 (SPSS, Chicago, IL,
USA).

Os resultados foram apresentados em média, desvio padrdo e em
frequéncias absoluta e relativa. Realizou-se o teste de Kolmogorov-Smirnov
para testar a normalidade. O coeficiente de correlagdo linear de Pearson foi
utilizado para verificar as correlacdes entre os parametros do status nutricional
relativo ao zinco com os parametros insulinémicos e glicémicos.

Foi realizado o teste de ANOVA e apés fez-se as comparacdes multiplas
pelo Teste de Tukey. Os biomarcadores do status de zinco foram classificados
em tercis: I, Il e lll e comparados aos parametros insulinémicos e glicémicos.

Em relacdo ao teor de zinco ingerido, foi feito o ajuste pela energia
fornecida pela dieta pelo método residual proposto por Willet (1998), usando
regresséo linear simples.

Foi adotado um valor de confianca fixo de 95% (p<0,05), sendo

considerados significativos.

Resultados
Na tabela 1 estdo apresentadas as caracteristicas clinicas, bioquimicas
do controle glicémico e do status de zinco dos participantes. Apds selecao,

foram incluidos 82 pacientes entre 29 e 59 anos com DM2.
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Tabela 1. Caracteristicas clinicas, bioquimicas do controle glicEmico e do status de zinco dos

individuos com DM2.

Variaveis DM2 (n=82)
Género

Masculino, n (%) 51(62)
Idade (anos) 50,7+6,9
Tempo de diagnostico da doenca (anos) 7,3+6,8
Historia familiar de diabetes, n (%) 69 (84,1)
Hipertensos, n (%) 43 (52,4)
Peso (kg) 81,4+19,4
Estatura (cm) 166,0+£10,0
IMC (kg/(m)>?) 29,1+5,3
Circunferéncia da Cintura (cm) 97,5£12,6
Gordura corporal (%) 35,049,2
Glicose sérica (mg/dL) 150,3+53,6
Hemoglobina glicada (%) 8,1+1,2
Insulina sérica (LUI/mL) 17,4+10,6
HOMA-IR 6,5+4,5
HOMA-B 42,3+30,7
Colesterol Total (mg/dL) 188,5+62,5
HDL (mg/dL) 44,5+11,7
Triglicerideos (mg/dL) 161,6+125,3
LDL (mg/dL) 108,6+44,4
Zn Plasmatico (pg/dL) 83,3+11,9
Zn Urinario (ug Zn/24h) 899,1+622,4
Zn Eritrocitario (ug/g Hb) 30,1+4,6
Zn dietético (mg/dia) 9,9+0,8

Os resultados foram apresentados em frequéncia absoluta (n) e relativa (%) para dados categdricos, e em
média e desvio padrdo para os demais resultados. Pontos de corte: Circunferéncia da Cintura (cm):
Homens:<94 e Mulheres: <80 (ABESO, 2010); Glicose: <100mg/dl e Hemoglobina glicada: <6,5% (ADA,
2015); HOMA-IR: >4,65 (Stern, 2005); Colesterol Total: <200 mg/dL; HDL: >60 mg/dL; Triglicerideos:
<150 mg/dL; LDL: <100 mg/dL (SBC, 2013); Zinco plasmatico e urinario: 70 a 110 ug/dL e 300 a 600 ug
Zn/24h (Gibson, 2005); Zinco Eritrocitario: 40 a 44 ug/g Hb (Guthrie e Picciano, 1994); Zinco dietético
(EAR): Homens: 9,4 mg/dia e Mulheres: 6,8 mg/dia (IOM, 2001).
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Em relacdo a ingestao de zinco pela dieta, ndo houve inadequacéo no
grupo de mulheres e o percentual de inadequacao para homens foi de 23%. A

figura 1 mostra a ingestdo recomendada de macronutrientes: carboidratos
proteinas e lipideos.

Figura 1. Propor¢éo de individuos com DM2 de acordo com a recomendacao de contribui¢cdo
energética de macronutrientes avaliados nas dietas (n=82). Legenda: Intervalo
aceitavel da distribuicdo de macronutrientes de acordo com a energia total ingerida (IOM,
2005): Carboidratos: 45 a 65%; Proteina: 10 a 35%; e Lipidios: 20 a 35%.

120 +
100

80

= Acima do recomendado
60

W Parametro recomendado

W Abaixo do recomendado
40

Percentual de energia (%)

20

Carboidrato Proteina Lipidio

Observou-se correlacdo inversa e significativa entre as variaveis de
zinco plasmatico e o percentual de hemoglobina glicada (r= -0,325; p= 0,003) e
positiva entre zinco urinario e os parametros de glicose sérica (r=0,269; p=
0,016), e de percentual de hemoglobina glicada (r=0,318; p= 0,004) e HOMA-IR
(r=0,289; p= 0,009) (Figura 2).
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Figura 2. Correlacdes* entre as concentracdes de zinco no plasma e percentual de

hemoglobina glicada (A), de zinco urinario e glicose sérica (B), percentual de hemoglobina
glicada (C) e o HOMA-IR (D). Legenda: *Linear de Pearson
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Os resultados dos parametros glicémicos e insulinémicos dos individuos

com DM2 foram distribuidos de acordo com os Tercis dos parametros

bioquimicos do status de zinco (Tabela 2).

Individuos com concentracdes plasmaticas e eritrocitarias de zinco no

tercil Ill, ou seja, com o0s maiores valores de zinco, tiveram menores

percentuais de hemoglobina glicada (p<0,05). Isto também foi observado nos

individuos com menor excre¢ao urinaria de zinco (tercil 1), pois apresentaram

menores valores de glicemia de jejum, percentuais de hemoglobina glicada e

menor resisténcia a insulina (p<0,05). Resultados que corroboram com as

correlagdes citadas acima.
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Tabela 2. Status de zinco no plasma, eritrécitos, urina e zinco dietético em relagao aos

parametros insulinémicos e glicémicos de individuos com DM2.

Tercil | Tercil Il Tercil 1

n=27 n=28 n=27 p*
Zinco Plasmatico (ug/dL)
Glicemia (mg/dL) 156,56+63,75 147,75+48,30 146,60+50,23 0,76
Insulina sérica (LUI/mL) 17,44+10,37 18,19+10,63 16,63+11,18 0,86
Hemoglobina Glicada (%) 8,56+1,32%  7,98+1,13%® 7,68+1,15° 0,03
HOMA-B 40,68+29,40 45,16+32,36 40,91+31,02 0,83
HOMA-IR 6,86+4,90 6,58+4,42 6,04+t4,41 0,80
Zinco Eritrocitéario (ug/g Hb)
Glicemia (mg/dL) 144,52+46,74 156,82+61,40 149,22+53,75 0,70
Insulina (MUI/mL) 16,24+11,08 16,13+8,12 19,98+12,25 0,32
Hemoglobina Glicada (%) 8,06+1,18*  8,55+1,322 7,60+1,06° 0,02
HOMA-B 38,81+29,52 37,80%25,30 50,42+35,89 0,24
HOMA-IR 5,95+4,35 6,16+£3,52 7,38+5,58 0,46
Zinco Urinario (Mg Zn/24h)
Glicemia (mg/dL) 129,81+59,88% 150,59+50,59% 169,96+46,51° 0,025
Insulina sérica (LUI/mL) 16,65+10,74 16,89+8,19 19,60+12,52 0,532
Hemoglobina Glicada (%) 7,50+1,217 8,08+1,25% 8,64+1,08° 0,003
HOMA-B 48,93+37,40 40,15+23,90 40,27+£29,75 0,497
HOMA-IR 5,12+43,48%  6,43+4,05%°  8,21#544° 0,042
Zinco Dietético (mg/dia)
Glicemia (mg/dL) 149,124+54,48 139,73+56,24  163,04+50,05 0,267
Insulina sérica (uUI/mL) 17,30+11,23  17,14+10,69 17,87+£10,35 0,966
Hemoglobina Glicada (%) 8,10+1,43 8,00+1,28 8,14+1,03 0,914
HOMA-B 42,13+ 30,53 44,85+32,42 39,58+29,67 0,814
HOMA-IR 6,47+4,79 5,87+4,17 7,20£4,75 0,548

Legenda: * teste de ANOVA, teste de Tukey; valor considerado significativo menor que 0,05.
Zinco plasmatico (ug/dL): Tercil | (< 79,07); Tercil Il (79,07 a 87,81); Tercil lll (> 87,81).

Zinco eritrocitario (ug/g Hb): Tercil | (< 28,16); Tercil Il (28,16 a 31,04); Tercil lll (> 31,04).

Zinco urinério (ug Zn/24h): Tercil | (< 610,61); Tercil Il (610,61 a 932,37); Tercil lll (> 932,37).
Zinco dietético (mg/dia): Tercil | (<9,5); Tercil Il (9,5 a 10,16); Tercil Il (> 10,16).
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Discussao

Pesquisas anteriores mostram que o zinco esta ligado ao controle
glicémico em individuos com DM2 (OH e YOON, 2008; AL-TIMINI e
MAHMOUD, 2011; CAPDOR et al.,, 2013). Neste estudo foram encontradas
correlagcbes e comparacdes significativas entre o status nutricional de zinco
com os parametros glicémicos e insulinémicos em individuos com DM2.

As concentracbes de zinco no plasma se mostraram adequadas,
resultado semelhante ao encontrado em individuos com DM2 também
residentes no Brasil (LIMA et al., 2011). No entanto, a maioria dos estudos de
outras nacionalidades mostra que os individuos com DM2 sdo deficientes
nesse mineral quando avaliados pelas concentracbes no plasma e/ou soro
(SOINIO et al., 2007; VIKTORINOVA et al., 2009).

Diante disso, cabe mencionar que o plasma pode sofrer inidmeras
influéncias em resposta a vérias situagdes como: o estresse oxidativo, dieta,
infeccdes e a presenca de inflamacao. Sob este Ultimo aspecto, ressalta-se que
o DM2 é uma doenca inflamatoria, de tal modo que o zinco no plasma desses
individuos esta susceptivel a apresentar alteragbes (IZINCG, 2004; LOWE,
FEKETE, DECSI, 2009; ESSER et al., 2014).

O estado nutricional relativo ao zinco € comumente avaliado pelas suas
concentragdes no plasma ou soro. No entanto, esta avaliagao reflete o status
em curto periodo de tempo e é dependente da ingestdo desse mineral.
Alimentos proteicos séo fontes de zinco, sendo melhores quando proveniente
de fonte animal. Cabe salientar que a qualidade e quantidade da proteina
presente na alimentacdo estd associada a absorcdo desse mineral
(SANDSTRON, 2001; LOWE, FEKETE, DECSI, 2009; GIBSON, 2012; SHAN et
al., 2014).

Recomenda-se a avaliacao de trés ou mais biomarcadores para avaliacao
do estado nutricional do individuo relativo ao zinco (GIBSON, 2012), ja que
ainda n&do se chegou a um consenso definitivo de qual seria o padrdo ouro
(WHO/UNICEF/IAEA/IZINCG, 2007). Assim, neste estudo, buscou-se avaliar a
concentracdo de zinco no plasma, nos eritrécitos, urina e na dieta para melhor

caracterizar o status dos participantes relativo a esse mineral, uma vez que
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estudos mostram que a deficiéncia em zinco pode causar uma piora dos
parametros glicémicos (VIKTORINOVA et al., 2009; CAPDOR et al., 2013;
SAHARIA e GOSWAMI, 2013). Assim, observou-se que 0s pacientes com
maiores concentracdes de zinco no plasma tiveram pior controle glicémico
verificado pelo percentual de hemoglobina glicada.

De acordo com a ADA (2015), a reducdo no percentual de hemoglobina
glicada reduz as complicagdes microvasculares do diabetes, contudo, o
estabelecimento de uma terapéutica em torno de 8% de hemoglobina glicada
se deve a presenca de fatores que impedem melhor controle glicémico como:
histéria de hipoglicemia grave, expectativa de vida limitada, complicacbes
macro ou microvasculares e alta variabilidade glicémica. Neste estudo, o
percentual médio de hemoglobina glicada encontrado nos individuos esta 1%
acima da meta terapéutica proposta para essa populacao.

Estudos in vivo tém sido realizados para avaliar a participacdo do zinco
nos mecanismos secretdrios da insulina. Em células de adipdcitos, foi
observado que o tratamento com o zinco foi capaz de induzir o aumento do
transporte de glicose nestas células atuando como um potencializador desse
processo, possivelmente por meio da via da sinalizagao de insulina (TANG E
SHAY, 2001).

Em concordancia a isso, os estudos tém mostrado que individuos com um
bom controle glicémico apresentam melhores concentracdes de zinco quando
comparados aqueles com pior controle glicémico (AL-TIMIMI e MAHMOUD,
2011). Para melhor compreensdo, desde a descoberta do transportador de
zinco 8 (ZnT8), por Chimienti (2004), estudos tentam esclarecer o0 mecanismo
exato desse transportador, até o momento sabe-se que ele é especifico das
células beta pancreaticas e sua funcao é levar o zinco do citoplasma para fora
da célula ou para vesiculas intracelulares, sendo entdo, um componente
importante no processo de armazenamento e secrecdo da insulina e
homeostase da glicose.

Individuos com diabetes apresentam distlrbios metabdlicos, sendo que a
concentragéo eritrocitaria de zinco seria mais interessante que a do plasma
para avaliar o estado nutricional desses pacientes relativo a esse mineral
(KRUSE-JARRES & RUKGAUER, 2000). Observou-se neste estudo que o0s



67

pacientes com menores concentracées de zinco nos eritrocitos tiveram pior
percentual de hemoglobina glicada quando comparado aqueles com melhor
status de zinco. A elevada excrecdo de zinco na urina sugere que pode ser
devido a hiperglicemia persistente. A glicemia elevada pode afetar o sistema
renal, e estudos tem mostrado que, em geral, individuos com diabetes
apresentam hiperzinctria (NSONWU et al. 2006; JANSEN et al.,, 2012;
JUROWSKI, 2014).

Quilliot et al. (2001) avaliaram individuos com DM2 diagnosticados com
pancreatite cronica, uma das consequéncias da hiperglicemia, e notaram
aumento na excrecao urinaria de zinco nessa populacdo. Neste estudo, as
maiores concentragdes de glicose e percentual de hemoglobina glicada, foram
observadas nos individuos que estavam excretando maiores quantidades de
zinco na urina.

Outra relacédo estabelecida foi entre o status de zinco e a resisténcia a
insulina. Os resultados mostraram correlagcdo positiva entre a excre¢ao urinéria
de zinco com o indice HOMA-IR. Embora poucos estudos analisem essa
relacdo em individuos com DM2, torna-se necessario esclarecer o mecanismo
detalhado desse processo, pois parece que quanto maior a concentracao de
zinco na urina, maior é a resisténcia a insulina (WIJESEKARA; CHIMIENTI;
WHEELER, 2009; YAHYA; YAHYA; SAQIB, 2011).

Na literatura, um estudo com mulheres obesas verificou que apdés
suplementacao de zinco, os valores do indice HOMA-IR foram reduzidos, o que
mostra a participacdo do zinco na sensibilidade a insulina (MARREIRO et al.,
2006). Neste estudo, essa relacdo foi verificada nos individuos com menor
excrecao de zinco na urina, ou seja, apresentaram menor resisténcia a insulina
em comparagdo com aqueles que tinham maior excregéo de zinco. Entretanto,
Kim e Lee (2012) ndo observaram resultados significativos, ap0s
suplementacdo com 30 mgZn/dia por 8 semanas, entre a excrecao urinaria de
zinco e a resisténcia & insulina em mulheres obesas .

Assim, o planejamento de estratégias que busquem a adequacgdo do
status nutricional relativo ao zinco de individuos com DM2 pode favorecer o
controle glicémico, a fim de prevenir ou minimizar as complicacdes que essa

doenca causa nessa populacéo.
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Conclusao

O status de zinco dos individuos avaliados com DM2 foi considerado
deficiente. Além disso, as menores concentracdes de zinco no plasma e
eritrocitos, bem como a sua elevada excrecdo na urina relacionaram-se com
maiores percentuais de hemoglobina glicada, refletindo em pior controle
glicémico, evidenciando a participagéo do zinco no metabolismo da glicose.
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APENDICE A
Dados Socioecondmicos e Nutricionais

DADOS PESSOAILS

Nome:

73

Endereco:

Bairro: Cidade: CEP:

Telefone: Celular (DDD e Operadora):

Ha quanto tempo tem diabetes: Insulina: |:| SIM
Utiliza suplemento vitaminico-mineral? || sIM | ] NAo
DADOS SOCIO-ECONOMICOS

[ ]NAo

v.1. Iniciais: v.1l

v.2. ldade: Data de nascimento: / / v.2

v.3. Estado Civil: 3
V.

1.( ) Solteiro(a) 2.( ) Casado(a) 3.( )Separado(a) 4.( ) Viavo(a)

v.4. Vocé considera-se (etnia):

1.( ) Branco(a) 2.( ) Negro(a) 3.( ) Pardo(a)/mulato(a) v.4

4.( ) Amarelo (de origem oriental) 5.( ) Indigena

v.5. Grau de instrucéo:

1.( ) Nenhuma escolaridade. 5.( ) Ens. Médio compl

2.( ) Até o Primério 6.( ) Ens. Médio Incomp v.5

3.( ) Ens. Fund. Incomp. 7.( ).Ens. Superior comp.

4.( ) Ens. Fund. compl. 8.( ) Ens. Superior Incompl.

v.6. Renda Familiar (SM = salario minimo R$ 678,00): 5
V.

1( )1sM 2( )Dela5SM 3. )De5al0SM 4. )Acimade 10 SM

v.7. Profisséo: v.7

v.8. Tabagismo: 1.( ) Nunca fumou 2.( ) Ex-fumante v.8

v.9. Ingestdo de bebida alcdolica: 1.( ) Sim 2.( ) Néo 9
V.

Frequéncia: ( ) Até 1a2x/més ( )1x/semana ( )2 a 3x/semana ou mais

v.10. Nivel de Atividade Fisica: 10
V.

1.( ) Sedentario 2.( ) Pouco ativo 3.( ) Ativo 4.( ) Muito ativo

v.11. Histérico de doencas na familia:

1.( ) Obesidade 2.( ) Diabetes 3.( )HAS 4. )DCV 5. ) Cancer v.11

6. ( ) Insuficiéncia Renal 7.( ) Outro:

v.12. Hipertensao Arterial: 1.( )Sim 2.( ) Néo v.12
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v.13. Doenca cardiovascular: 1.( ) Sim 2.( ) Néao v.13
v.14. Outra(s) patologia(s): v.14
v.15. Medicamentos em uso: 1.( ) Sim 2.( ) Néo v.15
Se sim, qual? '
DADOS ANTROPOMETRICOS

v.16. Peso (kg): v.16
v.17. Altura (m): v.17
v.18. IMC (kg/m3): v.18
v.19. Classificacao nutricional:

1.( ) Eutrofia (18,5<IMC<24,9)

2.( ) Sobrepeso ( 25<IMC<29,9) v.19
3.( ) Obesidade grau | (30<IMC<34,9)

4.( ) Obesidade grau Il (35<IMC<39,9)

v.20. Percentual de gordura corporal: v.20
v. 21 Circunferéncia da cintura (cm) v.21
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APENDICE B

Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéutica

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

(Grupo DM2/Grupo Controle)
1. Informacdes do Sujeito da Pesquisa

Nome:

Documento de Identidade n°: Sexo: ( )M ( )F
Data de Nascimento: / /

Endereco: N° Complemento:
Bairro: Cidade: Estado:
CEP: Telefones:

2. Titulo do Projeto de Pesquisa: Titulo do Projeto de Pesquisa: “Estudo do
polimorfismo Arg325Trp no gene SLC30A8 do transportador de zinco — 8 (ZnT8) em
pacientes com diabetes mellitus do tipo 2”

3. Duracédo da Pesquisa: 7 dias

4. Nome do pesquisador responsavel: Silvia Maria Franciscato Cozzolino

Cargo/ Funcao: Professora Titular do Programa de | N° do Registro do
P6s-Graduacdo em Ciéncias dos alimentos da | Conselho Regional: CRN3/
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade | 0621

Séo Paulo FCF/USP
Instituicdo: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade S&o Paulo -
FCF/USP

Meu nome é Silvia Maria Franciscato Cozzolino, sou Prof.? Titular da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da USP e quero convidar vocé para participar do nosso
projeto de pesquisa intitulado “Estudo do polimorfismo Arg325Trp no gene
SLC30A8 do transportador de zinco — 8 (ZnT8) em pacientes com diabetes
mellitus do tipo 2”, com a colaboracdo da aluna de mestrado Verbnica da Silva
Bandeira. Esta pesquisa € considerada de risco minimo.

A diabetes mellitus tipo 2 é uma doenca que leva 0 organismo a apresentar
alteracdes que podem prejudicar o estado de saude do paciente. Nesta pesquisa,
gueremos comparar resultados de pacientes com diabetes mellitus tipo 2 e voluntarios
saudaveis. Ao todo, a pesquisa contara com 100 voluntarios com diabetes mellitus tipo
2, com idades entre 19 e 50 anos, tanto do sexo masculino quanto do feminino, e 100
voluntérios sem a doencga e da mesma faixa etaria que fara parte do grupo controle.
Serdo realizadas analises no sangue e na urina, para avaliar o mineral zinco e
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algumas alteracdes no DNA. Para isso, serdo necessarias uma (1), coleta de sangue
(12 mL), estando o (a) participante em jejum de no minimo 10 horas. Na coleta de
sangue podera ocorrer um pequeno desconforto, devido a dor da picada da agulha,
podendo surgir uma mancha arroxeada no local, que logo passa (serdo utilizadas
seringas e agulhas descartaveis e esterilizadas e as amostras serdo colhidas por
profissional experiente). A coleta de urina durante 24 horas serd realizada em um
frasco fornecido pela pesquisadora. O participante deverd armazenar toda a urina
conforme sera orientado e manter o frasco em geladeira até o momento de ser
entregue a pesquisadora. Medidas de peso, altura e da circunferéncia da cintura
também serdo obtidas. Para avaliar se o consumo alimentar esta adequado as
necessidades, sera utilizado o recordatorio alimentar de trés dias ndo consecutivos,
incluindo um dia de final de semana, em que o participante ir4 dizer quais os alimentos
que foram consumidos no dia anterior, sendo que o primeiro recordatorio sera coletado
no mesmo dia de sele¢cdo para a pesquisa, e 0s restantes em outros dois dias por
meio de ligacéao telefénica conforme disponibilidade do participante.

Os participantes receberdo todas as orientacdes necessarias para a realizagédo da
pesquisa. Esta pesquisa trard beneficios para a populagdo com diabetes mellitus tipo
2, pois existem estudos que mostram que o mineral zinco ajuda no equilibrio de
algumas fun¢des no organismo.

O participante tem direito de receber informagbes sobre o andamento dos
resultados da pesquisa, procedimentos utilizados, riscos e beneficios relacionados a
esta pesquisa, a fim de esclarecer eventuais duvidas, e receberdo os resultados das
analises realizadas.

Também é direito do participante recusar, desistir e/ou retirar seu consentimento de
participar desta pesquisa a qualqguer momento, sem nenhum transtorno. O participante
sera indenizado no caso de algum dano decorrente da pesquisa. Nao havera nenhuma
despesa financeira para o participante. Também ndo havera recompensa financeira
relacionada a participagéo na pesquisa.

Os resultados obtidos na pesquisa serdo arquivados e mantidos em sigilo,
preservando a privacidade de cada participante, conforme ética.

Prof2 Silvia Cozzolino

Telefones: (11) 3091-3625

Laboratério de Nutricdo-Minerais

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas/FCF

Universidade Sédo Paulo/USP

Av. Lineu Prestes, 580 — Bloco 14 - Cidade Universitaria “Armando de Salles
Oliveira” CEP 05508-000 — Sao Paulo — SP
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Declaro que, apos convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter
entendido o que me foi explicado, consinto em participar do presente Protocolo de
Pesquisa.

Vocé autoriza 0 armazenamento do material biolégico colhido (sangue e urina):
()SIM ( ) NAO

Caso vocé autorize 0 armazenamento do material biolégico colhido, um novo projeto
de pesquisa podera ser elaborado e sera encaminhado ao Comité de Etica em
Pesquisa; nesse caso, vocé serd novamente contato, para manifestar-se quanto as
novas pesquisas.

Caso vocé nédo autorize o armazenamento do material biol6gico colhido, ao término do

presente projeto de pesquisa todo o material biolégico colhido serd4 descartado,
conforme procedimentos apropriados.

Sao Paulo, .......... e o de ..........

Assinatura do sujeito de pesquisa Assinatura do pesquisador responsavel

Ou responsével legal

Para qualquer questdo, divida, esclarecimento ou reclamacdo sobre aspectos éticos dessa
pesquisa, favor entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisas da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo — Av. Prof. Lineu Prestes, 580 - Bloco
13A — Butantd — S&o Paulo — CEP 05508-900. Fone: 3091-3622, fone-fax: 3091-3677 — e-mail:
cepfcf@usp.br
I INFORMAC()ES DE NOMES, ENDEREC()S E TELEFONES DOS RESPONSAVEIS PELA
PESQUISA PARA CONTATO EM CASO DE INTERCORRENCIAS CLINICAS E REA(;C)ES
ADVERSAS:


mailto:cepfcf@usp.br
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APENDICE C

ID:

Recordatorio 24hs - DM2

Nome:

Data de Nascimento: / / Peso: Altura:

DIA DA SEMANA

()Seg ( )Ter ( )Qua ( )Qui ( )Sex ( )Sab ( )Dom

REFEICAO -

LOCAL/HORARIO ALIMENTO MEDIDAS




ANEXO 1

FACULDADE DE CIENCIAS
FARMACEUTICAS DA W "
UNIVERSIDADE DE SAO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudo do polimorfismo Arg325Trp no gene SLC30A8 do transportador de zinco 8
(ZnT8) em pacientes com diabetes mellitus do tipo 2

Pesquisador: Silvia Maria Franciscato Cozzolino

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versdo: 2

CAAE: 17120413.7.0000.0067

Institui¢do Proponente: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo
Patrocinador Principal: Financiamento Préoprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 414203
Data da Relatoria: 30/09/2013

Apresentagio do Projeto:

O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) & uma doenca metabdlica crénica caracterizada pela resisténcia a insulina
ou defeito na secre¢do da insulina. A importancia do zinco nessa doenca se da pela sua atuacdo na sintese,
armazenamento e secrecdo de insulina nas células 3 do pancreas. Estas células possuem um transportador
de zinco especifico, o0 ZnT8, que é encontrado na membrana das vesiculas secretoras de insulina, sendo
portanto um componente importante para a acdo do zinco nestas células conforme descrito acima. O
polimorfismo Arg325Trp no gene que codifica para o ZnT8, pode interferir no mecanismo de secrecdo da
insulina, e desta forma estar relacionado com o desenvolvimento do DM2. Nesse sentido, este estudo visa
avaliar a presenca do polimorfismo Arg325Trp no gene SLC30A8 do transportador de zinco-8 (ZnT8) em
pacientes com diabetes mellittus tipo 2. Este estudo sera de natureza transversal. Serd constituido um grupo
com 100 pacientes com diabetes mellitus tipo 2 e um grupo controle com 100 pacientes sem a doenca, com
idade entre 19 e 50 anos, de ambos os géneros. Serdo avaliados os parametros bioquimicos do status
nutricional relativo ao zinco, glicemia, resisténcia a insulina, funcdo das células 3, bem como a determinacao
do SNP Arg325Trp no gene SLC30A8 do ZnT8. Pretende-se realizar coleta de sangue, de urina 24h e
exame fisico antropométrico. A avaliacdo da composicdo corporal sera

Enderego: Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13A, sala 112

Bairro: Butantd CEP: (5.508-000
UF: 8P Municipio: SAQ PAULO
Telefone:  (11)3091-3622 Fax: (11)3031-8986 E-mail: cepfcfi@usp.br
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FACULDADE DE CIENCIAS
FARMACEUTICAS DA W g
UNIVERSIDADE DE SAO

Continuagdo do Parecer: 414.203

realizada por meio da bioimpedancia e de medidas do peso, estatura e circunferéncia da cintura. Sera
avaliado também o consumo alimentar, através do registro alimentar de trés dias e a analise sera feita com
auxilio do software NutWin, da Escola Paulista de Medicina/UNIFESP.

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo principal do estudo e avaliar a presenca do polimorfismo Arg325Trp no gene SLC30A8 do
transportador de zinco-8 (ZnT8) e associa-lo aos parametros de avaliacao do estado metabdlico de
pacientes com diabetes mellittus tipo 2. Para isso, pretende-se avaliar o consume alimentar de zinco e dos
macronutrientes; avaliar o status nutricional relativo ao zinco no plasma, eritrocitos e urina; avaliar os
parametros glicémicos (glicemia e hemoglobina glicada); analisar a resisténcia a insulina e a funcio das
células @ dos pacientes com diabetes mellitus tipo 2; e verificar a presenca do polimorfismao Arg325Trp no

gene SLC30AS8 do transportador ZnT8 e sua relagdo sobre os demais parametros avaliados.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
O risco do estudo foi considerado baixo e esta relacionado ao procedimento de coleta de sangue. Os
beneficios foram adequadamente descritos.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Foi descrito como os participantes da pesquisa serdo identificados e selecionados para o estudo (p.9 da
nova versao).

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:
O TCLE foi revisado.

Recomendagées:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Recomendada a aprovacéo.

Situagiao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagiao da CONEP:

Nao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Tendo em vista as consideracdes acima, este CEP entende que o projeto pode ser aprovado.

Enderego: Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13A, sala 112
Bairro: Butantd CEP: 05.508-000
UF: SP Municipio: SAQ PAULO

Telefone:  {11)3091-3622 Fax: (11)3031-8986 E-mail: cepfcf@usp.br
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