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RESUMO

Polimorfismo de nucleotideo Gnico no gene do ZnT8 (rs11558471) e sua relagdo com o estado
nutricional relativo ao zinco e marcadores glicémicos em individuos com diabetes mellitus tipo
2. Paula Nascimento Brandédo Lima. 2018.

A presenca de polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) no gene do ZnT8 nas células 3
pancredticas pode afetar a homeostase de zinco, aumentando o risco de desenvolvimento de
diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Em conjunto com o zinco, os minerais calcio, potdssio e
magnésio possuem papel importante no metabolismo da insulina e no controle glicémico.
Diante disso, o estudo teve como objetivo avaliar a relacdo do SNP rs11558471 (A/G) no gene
do ZnT8 no estado nutricional relativo ao zinco e no controle glicémico, bem como associar a
ingestdo concomitante de minerais com os marcadores glicémicos em individuos com DM2.
Para isso, 110 individuos adultos com DM2 foram avaliados quanto a presenca do SNP
estudado, ingestdo alimentar e marcadores do status de zinco, glicémicos e lipidicos.
Aplicaram-se os testes de ANOVA ou de Kruskal-Wallis para avaliar as variaveis de acordo
com o gendtipo (AA, AG e GG). A ingestdo habitual foi estimada pelo Multiple Source Method
e ajustada pelo método dos residuos. Os individuos foram agrupados em dois grupos (clusters)
com base nas semelhancas da ingestdo alimentar de zinco, potassio, calcio e magnésio pela
analise hierarquica de agrupamento, sendo a diferenca avaliada pelo teste t de Student para
amostras independentes ou Mann-Whitney. O teste de correlagédo de Pearson foi aplicado e
modelos de regressdo linear multipla e regressao logistica binaria foram construidos. P-valores
< 0,05 e entre 0,05 e 0,10 foram considerados significativos e marginalmente significativos,
respectivamente. Os individuos com gendtipo AA apresentaram melhor funcéo das células
pancreaticas quando comparados aqueles com alelo G, sendo essa diferenca marginalmente
significativa. Ndo foram observadas diferencas entre 0s gendtipos quanto as demais variaveis.
O HOMA2-%B foi associado as varia¢cGes do SNP rs11558471 no gene do ZnT8 ( = -0,185, p
= 0,048) e ao peptideo C (p = 0,243, p = 0,012), sendo dependente do sexo. O risco de alterar
0 %HbAlc (>7%) foi associado a presenca do gendtipo de risco AA (OR = 3,263; IC 95% =
1,154; 9,229; p = 0,026), dependente do tempo de diagnostico. Quanto ao estado nutricional
relativo ao zinco, observou-se que 68,3% e 72,4% dos individuos avaliados apresentaram
deficiéncia desse mineral no plasma e eritrocitos, respectivamente, além de elevada prevaléncia
de inadequacdo na ingestdo de zinco. A ingestdo dos demais minerais também se mostrou com
elevada probabilidade de inadequacdo. O grupo com menor ingestdo concomitante dos quatro
minerais (cluster 1) apresentou maiores %HbAlc (p = 0,006) e concentracdo sérica de
triglicerideos (p = 0,010). Além disso, o risco de alterar o %HbAlc foi associado a menor
ingestdo desses minerais (Cluster 1) (OR =3,041, IC 95% =1,131;8,175, p = 0,028). A ingestao
de potassio (B = -0,001, p = 0,017) e magnésio (B = -0,007, p = 0,015) foi inversamente
associada ao %HbALc, sendo dependente do sexo e tempo de diagndstico. Assim, o SNP
rs11558471 ndo se relacionou com o estado nutricional relativo ao zinco e com as variaveis de
controle glicémico em individuos com DM2. No entanto, as varia¢cdes no genoétipo desse SNP
foram associadas a redugdo da fungdo das células B pancreaticas, € 0 genotipo AA mostrou-se
preditor de alteracfes no %HbAlc. Além disso, a reduzida ingestdo concomitante de zinco,
potassio, calcio e magnésio foi associada ao risco de controle glicémico deficiente, sendo 0s
minerais magnésio e potassio preditores do aumento no %HbAlc.

Palavras-chave: Deficiéncia de zinco. Doencas crénicas. Polimorfismo de nucleotideo unico.
Minerais.



ABSTRACT

Single nucleotide polymorphism in the ZnT8 (rs11558471) and its relation to the nutritional
status of zinc and glycemic markers in individuals with type 2 diabetes mellitus. Paula
Nascimento Branddo Lima. 2018.

The presence of single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the ZnT8 gene in pancreatic -
cells can affect zinc homeostasis, increasing the risk of developing type 2 diabetes mellitus
(T2DM). Combined with zinc, the minerals calcium, potassium and magnesium play an
important role in insulin metabolism and glycemic control. The objective of this study was to
evaluate the relationship of SNP rs11558471 (A/G) in the ZnT8 gene in the nutritional status
of zinc and glycemic control, as well as to associate the concomitant mineral intake with
glycemic markers in individuals with T2DM. For this, 110 adult subjects with T2DM were
evaluated for the presence of the studied SNP, food intake and zinc status, glycemic and lipid
markers. The ANOVA or Kruskal-Wallis tests were applied to evaluate the variables according
to the genotype (AA, AG and GG). The usual intake was estimated by the Multiple Source
Method and adjusted by the residual method. The individuals were grouped into two groups
(clusters) based on the similarities of zinc, potassium, calcium and magnesium intake by the
hierarchical grouping analysis, the difference being evaluated by Student's t-test for
independent samples or Mann-Whitney. The Pearson correlation test was applied and multiple
linear regression and logistic regression models were constructed. P-values <0.05 and between
0.05 and 0.10 were considered significant and marginally significant, respectively. Individuals
with AA genotype had better pancreatic B-cell function when compared to those with G allele,
and this difference was marginally significant. No differences were observed among the
genotypes and the other variables. HOMA2-%B was associated with variations of SNP
rs11558471 in the ZnT8 gene (B = -0.185, p = 0.048) and C-peptide (p = 0.243, p = 0.012),
being sex dependent. The risk of altering %HbALc (> 7%) was associated with the presence of
the AA risk genotype (OR = 3.263, 95% CI = 1.154, 9.229, p = 0.026), depending on the
diagnosis time. Regarding zinc nutritional status, it was observed that 68.3% and 72.4% of the
individuals evaluated showed deficiency of zinc in plasma and erythrocytes, respectively, in
addition to a high prevalence of zinc intake. The intake of the other minerals also showed a high
probability of inadequacy. The group with the lowest concomitant intake of the four minerals
(cluster 1) had higher %HbALc (p = 0.006) and serum triglyceride concentration (p = 0.010).
In addition, the risk of altering %HbA1c was associated with lower intake of these minerals
(Cluster 1) (OR =3.041, 95% CI=1.131, 8.175, p = 0.028). Potassium ($ = -0.001, p = 0.017)
and magnesium intake (f = -0.007, p = 0.015) were inversely associated with %HbAlc, being
sex and diagnostic time dependent. Thus, the SNP rs11558471 was not related to the nutritional
status relative to zinc and to the glycemic control variables in subjects with T2DM. However,
variations in the genotype of this SNP were associated with reduced pancreatic -cell function,
and the AA genotype was a predictor of changes in %HbAlc. In addition, the reduced
concomitant intake of zinc, potassium, calcium and magnesium was associated with the risk of
glycemic control deficient, with the magnesium and potassium minerals predicting the increase
in %HbAlc.

Keywords: Zinc deficiency. Chronic diseases. Single nucleotide polymorphism. Minerals.
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1 INTRODUCAO

A Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) acomete milh6es de pessoas em todo o mundo, sendo
um problema de saude publica. No Brasil atinge mais de 12 milhGes de adultos, elevando os
custos com o tratamento, visto ser uma doenca cronica ndo transmissivel com alto poder
incapacitante. Estima-se que 20,3 milhdes de brasileiros apresentardo a doengca em 2045
(INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2017). Na capital de Sergipe, 9,2 % da
populacdo acima de 18 anos apresenta diagndstico de diabetes conforme os dados do Vigitel
2016 (Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para Doencas Crdnicas por Inquérito
Telefonico) (BRASIL, 2017).

Conceitualmente, DM2 é uma doenca caracterizada por falhas na producéo, secrecdo
e/ou acdo da insulina, o que afeta a homeostase da glicose sanguinea, resultando em
hiperglicemia. A falta de controle da glicemia estd associada ao desenvolvimento das
complicagcdes micro e macrovasculares, tais como retinopatia, perda da visdo, nefropatia,
insuficiéncia renal, neuropatia periférica e autonémica, doencas cardiovasculares e doenga
vascular cerebral (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2018a; INTERNATIONAL
DIABETES FEDERATION, 2017).

Ao longo dos ultimos anos, estudos tém verificado a participacdo de minerais na
sintese, secrecdo e acao da insulina, sendo considerados nutrientes essenciais para a homeostase
do metabolismo glicidico. Dentre estes, 0s minerais zinco, potassio, calcio e magnésio sao
estudados em virtude da atuac@o nos processos de producéo, secrecdo e acao da insulina, bem
como na manutencdo e regulacdo das células  pancreaticas (CHATTERJEE et al., 2015; FU;
GILBERT; LIU, 2013; SHAN et al., 2014; SOLATI et al., 2014).

Em adicdo, a deficiéncia de zinco tem sido relacionada ao controle glicémico
deficiente em individuos com DM2 (AL-MAROOF; AL-SHARBATTI, 2006; KAMBE;
HASHIMOTO; FUJIMOTO, 2014; MIAO et al.,, 2013; OH; YOON, 2008; SAHARIA,
GOSWAMI, 2013). A participacdo do zinco na sintese e secrecdo de insulina é regulada pela
acdo do transportador de zinco 8 (ZnT8) presente nas células B pancreaticas (CHIMIENTI et
al., 2004; LEFEBVRE et al., 2012). O ZnT8 é responsavel pela regulacdo da concentracdo de
zinco celular, transportando este mineral para o interior de organelas intracelulares ou do citosol
para fora das células (CHIMIENT I et al., 2004; EGEFJORD et al., 2009; WIJESEKARA et al.,
2010).

Associado a isso, diversos estudos mostraram que a presenca de polimorfismos de

nucleotideo Unico (Single Nucleotide Polymorphisms - SNPs) no gene do ZnT8 aumenta o risco
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de desenvolver DM2 (BOESGAARD et al., 2008; HUANG et al., 2010; WIJESEKARA et al.,
2010; XU et al., 2011), por estar associado a reducdo na maturacao, estocagem e secrecao de
insulina (FU et al., 2009; WIJESEKARA; CHIMIENTI; WHEELER, 2009).

Dentre 0os SNPs no gene do ZnT8 com conhecida relagdo com a diabetes, 0 rs11558471
caracteriza-se pela substituicéo da base adenina por guanina (A/G), na posi¢do 117.173.494 do
cromossomo 8, na regido 3"UTR (untranslated region). Pesquisas prévias indicaram que o alelo
A (alelo de referéncia) atribui risco para o desenvolvimento de DM2, bem como nefropatia
diabética (DAVIDSON; WENZLAU; O’BRIEN, 2014; SEMAN et al., 2015). Ademais, foi
mostrada associagéo inversa entre a ingestdo de zinco e as concentragdes de glicose em jejum
em individuos com alelo de risco em diferentes populacdes (BERNA et al., 2014; HRUBY et
al., 2013).

No entanto, estudos que avaliaram a presenca do SNP rs11558471 no gene do ZnT8
relacionada ao status de zinco em individuos com DM2 e as variaveis do metabolismo da
glicose sdo inexistentes na populacdo brasileira. Em virtude da importancia que 0os minerais
exercem sobre tais relacOes, faz-se necessaria a realizacdo de estudos dessa natureza com o

objetivo de tracar novas estratégias no tratamento de individuos com DM2.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Diabetes mellitus tipo 2

Doenca cronica de origem multifatorial, a DM2 consiste em falhas na producéo,
secrecdo e resisténcia a acdo da insulina, ocasionando falhas na captacdo de glicose pelas
células e consequentemente hiperglicemia. Em longo prazo, a hiperglicemia pode ocasionar
retinopatia, perda da visdo, nefropatia, insuficiéncia renal, neuropatia periférica e autonémica,
doengas cardiovasculares, doenca vascular cerebral, dentre outras (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2018a; INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2017)

Estima-se que 425 milhdes de pessoas no mundo sdo afetadas por essa doenga, com
projecdo de um aumento de 48 % até o ano de 2045. O Brasil € o quarto pais com o maior
numero de individuos acometidos com diabetes, apresentando um total de 12,5 milhdes de casos
em 2017 (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2017). De acordo com dados do
Vigitel 2016, Aracaju ocupou a terceira posicdo entre as capitais do Nordeste com maior
prevaléncia de diabetes, ficando atras de Natal e Recife, respectivamente (BRASIL, 2017). A
diabetes gerou um gasto mundial de 850 bilhdes de dolares em 2017, ocasionando grande
impacto econbémico para 0s sistemas de salde (INTERNATIONAL DIABETES
FEDERATION, 2017).

Ao contrario da diabetes mellitus tipo 1, que é resultante da destruicdo autoimune das
células B pancreaticas, a DM2 corresponde a 90 % dos casos diagnosticados e esta interligada
ao estilo de vida e fatores ambientais, além de associar-se a fatores genéticos (DORIA; PATTI,
KAHN, 2008; INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2017; KAMBE;
HASHIMOTO; FUJIMOTO, 2014). O mundo vive um cenario epidémico de obesidade, o qual
relaciona-se com o aumento do risco cardiometabolico e de DM2 (DORIA; PATTI; KAHN,
2008; ESSER et al., 2014).

Atualmente, nota-se o crescente nimero de casos em diferentes faixas etérias,
acometendo também criancas, adolescentes e adultos jovens (INTERNATIONAL DIABETES
FEDERATION, 2017). Dentre os motivos para 0 aumento do nimero de casos de DM2, estdo
0 sedentarismo, aspecto comum da populacdo urbana que é a maior detentora de casos, 0
aumento da perspectiva de vida e a obesidade, frequentemente causada por escolhas alimentares
ndo saudaveis (FLOR et al., 2015; INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2017;
ISER et al., 2015).
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Recomenda-se a realizagdo de exames periodicos para triagem de pré-diabetes e risco
de desenvolvimento de DM2 em individuos adultos assintomaticos a partir dos 45 anos, adultos
de qualquer idade que estejam com sobrepeso ou obesidade (IMC > 25 kg/m?), criangas ou
adolescentes com sobrepeso ou obesidade (IMC > percentil 85 para idade e sexo ou peso para
altura > percentil 85 ou peso para altura > 120 % do ideal), além dos individuos que apresentam
riscos adicionais, como a presenca de outras comorbidades. Para o diagnostico de DM2 podem
ser considerados os valores de glicose em jejum, concentracdo de glicose apos teste de
tolerancia oral a glicose e o percentual de hemoglobina glicada (%HbAlc) (AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2018a) (Quadro 1).

Quadro 1 - Valores de referéncia para o diagnostico de diabetes mellitus tipo 2.

Marcadores Valores

Glicose em jejum > 126 mg/dL (7,0 mmol/L)

Teste de tolerdncia oral a glicose (ap6s 2 horas de

administraco da carga oral de 75 g de glicose) 2200 mg/dL (11,1 mmol/L)

%HbALC > 6,5 % (48,0 mmol/L)

Fonte: American Diabetes Association (2018a).

O processo fisiopatologico da DM2 € resultante da resisténcia periférica a acao da
insulina em conjunto com a secre¢do deficiente desse hormdnio pelas células  pancreaticas
(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2018a). A resisténcia a insulina é caracterizada
pela diminuicdo da captacdo de glicose em tecidos-alvo (células musculares, hepéticas e
adiposas) e falhas na inibi¢do da gliconeogénese hepética, o que provoca hiperglicemia. Um
estado compensatdrio é entdo instalado, promovendo aumento na producdo e secrecdo de
insulina até culminar em faléncia pancreatica (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION,
2018a; CHENG; TSENG; WHITE, 2010; DORIA; PATTI; KAHN, 2008).

O acumulo de gordura, em especial na regido visceral, provoca reducdo na
sensibilidade a insulina devido aos mecanismos de lipotoxicidade, liberagdo de hormonios e
producéo de citocinas pré-inflamatorias (KAHN, 2003; KAHN; HULL; UTZSCHNEIDER,
2006). A producdo aumentada da proteina ligante de retinol 4 (RBP4) observada nessa condicéo
reduz a sinalizacdo da enzima fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) no musculo e aumenta a
expressao da enzima fosfoenolpiruvato carboxiquinase no figado, reduzindo a captacdo de
glicose e intensificando a gliconeogénese (KAHN; HULL; UTZSCHNEIDER, 2006).
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Os &cidos graxos livres liberados pelo tecido adiposo e a infiltragdo de macrofagos
nesse tecido, bem como no figado, masculos e pancreas, ativam os receptores do tipo Toll (Toll-
like receptors) provocando a produgédo crénica de citocinas pro-inflamatorias como fator de
necrose tumoral-a (TNF-a), interleucina-6 (IL-6) e proteina quimiotatica de mondcitos-1
(MCP-1). Com a producéo dessas citocinas ocorre 0 aumento da producdo de espécies reativas
de oxigénio (ERO) (CALLE; FERNANDEZ, 2012; LONTCHI-YIMAGOU et al., 2013).

Em conjunto, as citocinas e ERO ativam as quinases c-JUN N-terminal e o fator
nuclear kappa B (NFkB), estimulando a resposta inflamatoria a partir do sistema imune inato
(CALLE; FERNANDEZ, 2012; ESSER et al., 2014; KAHN; HULL; UTZSCHNEIDER,
2006). Dessa forma, as citocinas pro-inflamatorias produzidas pelo tecido adiposo interferem
na cascata de sinalizacdo da insulina por intermédio da fosforilagdo dos residuos de serina do
substrato do receptor de insulina (IRS), resultando na reducédo da sintese e da translocacao do
transportador de glicose 4 (GLUT4) para a membrana plasmatica (CALLE; FERNANDEZ,
2012; LONTCHI-YIMAGOU et al., 2013).

A hiperglicemia por si induz o estresse oxidativo por intermédio dos mecanismos de
auto-oxidacao da glicose, via dos poliois, via das hexosaminas, formacéo de produtos finais de
glicacdo avancada (AGES), ativacdo da proteina quinase C e ativacdo da adenina dinucleotideo
fosfato reduzido (NADPH) oxidase (CALLE; FERNANDEZ, 2012; CHANG; YANG, 2016;
FOLLI et al., 2011; TANGVARASITTICHAI, 2015). Por consequéncia, a sinalizacdo da
insulina sera comprometida visto a reducgéo da ativacdo do IRS e de vias subsequentes (FOLLI
etal., 2011).

O advento da nutrigendmica instigou 0 aumento das pesquisas acerca do papel dos
nutrientes como moduladores de genes e de expressdo proteica, fato que influencia o
metabolismo celular (AFMAN; MULLER, 2006; KAMBE; HASHIMOTO; FUJIMOTO,
2014; SHAN et al., 2014). Além disso, estudos tém mostrado a participacdo de micronutrientes
(zinco, célcio, magnésio, potassio, cromo e vitamina D) no controle da diabetes, uma vez que
alguns desses sdo cofatores de enzimas essenciais nas vias metabdlicas da glicose, funcéo das
células B pancreaticas, na cascata de sinalizacdo de insulina e defesa antioxidante do organismo
(BHANOT; THOMPSON; MCNEILL, 1994; KHAN et al., 2015). A adequada ingestdo de
nutrientes associada a qualidade da dieta representa um importante pilar no controle da DM2
(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2018b; LEY et al., 2014).
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2.2 Zinco

O zinco ¢ cofator catalitico de mais de 300 enzimas e apresenta funcdes cataliticas,
estruturais e regulatérias. Estima-se que mais de 3 % do genona humano codifica proteinas com
dominios de ligacdo ao zinco (COUSINS; LIUZZI; LICHTEN, 2006). Desse modo, esse
mineral integra 0 metabolismo dos carboidratos, lipidios, &cidos nucléicos e sintese de proteinas
(DEVIRGILIIS et al., 2007). No corpo humano, 85 % do total de zinco estd presente nos
musculos e 0ssos, 11 % na pele e no figado, sendo o restante distribuido em outros tecidos
(MIAOQ et al., 2013). O zinco plasmatico corresponde a menos que 0,2 % do total corporal (15
pumol/L) e varia de acordo com as necessidades corporais (BROWN; WUEHLER; PEERSON,
2001).

Este nutriente é amplamente distribuido nos alimentos, sendo as principais fontes os
alimentos de origem animal (maior biodisponibilidade) como ostras, figado, carne vermelha e
ovos. Também é encontrado em fontes vegetais, como leguminosas e cereais integrais, legumes,
nozes, sementes e produtos de soja. A absorcdo intestinal de zinco € influenciada pela
solubilidade dos compostos na dieta, presenca de ligantes de baixo peso molecular
(aminoécidos, peptideos e &cido picolinico) e pela competicdo com outros minerais por
carreadores ou sitios de captacdo no intestino (BROWN; WUEHLER; PEERSON, 2001,
CESAR; WADA; BORGES, 2005; INSTITUTE OF MEDICINE, 2006; ROOHANI et al.,
2013). A recomendacao de ingestdo dietética diaria de zinco para a populacédo saudavel adulta
é de 11,0 mg/dia para homens e 8,0 mg/dia para mulheres (INSTITUTE OF MEDICINE, 2006).

Considerada problema nutricional mundial, a deficiéncia de zinco atinge em maior
frequéncia os idosos, criancas, mulheres gravidas, vegetarianos, pessoas hospitalizadas e
individuos com doencas cronicas (INSTITUTE OF MEDICINE, 2006; ROOHANI et al.,
2013). A crescente incidéncia de deficiéncia na populacdo geral pode ser atribuida a escolha
frequente de alimentos ricos em carboidratos simples, fitatos e a reduzida ingestao dietética de
proteina animal (CESAR; WADA; BORGES, 2005). A ingestdo insuficiente de zinco pode
ocasionar retardo no crescimento, diarreia, lesdes de pele, alopecia, hipogonadismo, disfuncéo
do sistema imunologico, doengas neuroldgicas e anorexia (KAMBE; HASHIMOTO;
FUJIMOTO, 2014; PRASAD, 2013).

A homeostase do zinco é controlada por mecanismos de absorcdo, efluxo, distribuicdo
e armazenamento, que sdo coordenados por dois tipos de proteinas transportadoras de zinco:
ZnTs (SLC30A) e Zips (SLC39A). Os ZnTs séo responsaveis pelo efluxo de zinco do citosol

para o espago extracelular ou para o interior dos compartimentos intracelulares. Ja os Zips
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permitem o influxo de zinco para o meio intracelular. A expressdo desses transportadores é
regulada em resposta as variagcdes nas concentracdes celulares de zinco, hormonios e citocinas
(COUSINS; LIUZZI; LICHTEN, 2006; DEVIRGILIIS et al., 2007; MIAO et al., 2013;
ROOHANI et al., 2013).

O zinco oriundo da alimentacdo € absorvido (cerca de 30 %) no intestino delgado por
meio do transportador Zip4 e dentro dos enterdcitos é compartimentalizado pelas
metalotioneinas. Esta proteina € responsavel pelo armazenamento e circulacédo intracelular de
zinco, sequestrando ou liberando esse mineral de acordo com a necessidade do organismo. Uma
vez absorvido, o zinco ¢ transportado até o figado, ligado principalmente a albumina (80 %) e a2-
macroglobulina (20 %). A partir do figado, o zinco é distribuido para outros tecidos corporais
(CHIMIENTI et al., 2004; DEVIRGILIIS et al., 2007; KAMBE; HASHIMOTO; FUJIMOTO,
2014; MIAO et al., 2013).

A excrecdo do zinco é realizada pelo trato gastrointestinal (maior quantidade),
secrecOes biliares e intestinais, urina, suor, menstruacao, sémen, descamacdo da pele, unhas e
cabelos (BROWN; WUEHLER; PEERSON, 2001; ROOHANI et al., 2013). O controle da
excrecdo e exercido pela absorcdo intestinal, bem como, mecanismos de reabsor¢do (KREBS,
2000; ROOHANI et al., 2013). Nao é observado na literatura consenso quanto ao melhor
marcador para avaliagdo do estado nutricional de zinco, visto o controle rigoroso da homeostase
de zinco corporal.

As concentracdes plasmaticas de zinco sao mais susceptiveis a variagdes, alterando-se
rapidamente (~ 3 dias) frente a situacGes de estresse, infecgdes, processos inflamatérios, fatores
hormonais, hipoalbuminemia, doencas intestinais e ingestdo alimentar (BROWN, 1998;
BROWN; WUEHLER; PEERSON, 2001; WOOD, 2000). JA o contetdo de zinco nos
eritrocitos corresponde a um estoque de meia vida longa, em torno de 120 dias, refletindo assim
alteracBes de médio a longo prazo (GIBSON, 2005). Desse modo, sdo consideradas adequadas
as concentragdes de zinco plasmaticas de 70 a 110 pg/dL (GIBSON, 2005) e as concentraces
de zinco eritrocitarias de 40 a 44 pgZn/gHb (GUTHRIE; PICCIANO, 1994).

Diante disso, sdo comumente utilizadas para avaliacdo do estado nutricional relativo
ao zinco as determinacdes da atividade de metaloenzimas e das concentracdes plasmaticas,
eritrocitarias e urinaria desse mineral, bem como da ingestdo alimentar (ANDREE et al., 2004;
BROWN, 1998; BROWN; WUEHLER; PEERSON, 2001; HAMBIDGE, 2000).



24

2.3 Zinco e diabetes

Estudos mostram que o zinco participa do processo de sensibilizacdo a insulina, visto
sua capacidade de alterar o numero e a afinidade dos receptores de insulina (Insulin receptor -
IR). Além disso, o zinco estimula proteinas envolvidas na cascata de sinalizacao da insulina,
aumentando a translocacdo dos transportadores de glicose dos sitios intracelulares para a
membrana plasmatica (COULSTON; DANDONA, 1980; DEVIRGILIIS et al., 2007).

Além de compor o suco pancreatico, o zinco é particularmente abundante nas ilhotas
das vesiculas secretdrias do pancreas, onde estabiliza a estrutura dos granulos de insulina
(DEVIRGILIIS et al., 2007). Descoberta em 1921 por Banting e Best, a insulina € um horménio
anabolico (BANTING; BEST, 1922) transcrito em resposta ao aumento da glicose circulante
(ANDRALI et al., 2008; GOODISON; KENNA; ASHCROFT, 1992).

A insulina € traduzida inicialmente como pré-pré-insulina, um polipeptidio formado
por 110 aminoacidos contendo um peptideo de sinal N-terminal. Este, por sua vez, comunica-
se com a particula de reconhecimento de sinal no reticulo endoplasmatico rugoso, facilitando a
translocacdo da pré-pré-insulina para dentro desta organela, onde sofrerd uma reacdo de
clivagem transformando-se em pro-insulina. Em seguida, a pré-insulina é dobrada e
estabilizada a partir da ligagdo dos dominios A e B por intermédio de trés ligacdes dissulfeto
(FU; GILBERT,; LIU, 2013; HUTTON, 1994; TOKARZ; MACDONALD; KLIP, 2018;
WILCOX, 2005).

Posteriormente, a pro-insulina € transportada para o complexo de Golgi onde, dentro
de granulos de secrecdo imaturos, é clivada em insulina e peptideo C pelas enzimas pro-
hormdnios convertases (PC1/3 e PC2) e carboxipeptidase E. No interior dos grénulos
secretorios, a insulina se une a dois fons de zinco (Zn?*) e um fon de calcio (Ca?") formando
um cristal insolivel de formato hexamérico (DAVIDSON; WENZLAU; O’BRIEN, 2014,
HUTTON, 1994; LIU et al., 2014; TOKARZ; MACDONALD; KLIP, 2018; WILCOX, 2005).

A secrecdo de insulina inicia em resposta a presenca de nutrientes na circulacéo
sanguinea como glicose, outros monossacarideos, aminoacidos e acidos graxos (FU;
GILBERT; LIU, 2013). Dentre estes, a glicose é a principal substancia estimuladora da secrecdo
de insulina via transportador de glicose 2 (GLUT?2) nas células  pancreaticas. Este mecanismo
desencadeia reacdes de glicolise com consequente geracdo de ATP (Adenosine TriPhosphate)
(FU; GILBERT; LIU, 2013; WEISS; STEINER; PHILIPSON, 2000).

O aumento de ATP dentro das células B pancreéticas promove o fechamento dos canais

de potassio dependentes de voltagem, causando influxo de célcio para a célula por meio dos
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canais de calcio dependentes de voltagem, o que provoca a mobilizacéo dos granulos secretdrios
e a secrec¢do de insulina e zinco para a circulagdo sanguinea. Em conjunto, ocorre a ativacédo de
fosfolipases e da proteina quinase C, a estimulacdo da atividade da adenil ciclase e da proteina
quinase A (PKA) causando amplificagéo da secrecdo (CHIMIENTI et al., 2004; FU; GILBERT;
LIU, 2013; WEISS; STEINER; PHILIPSON, 2000), conforme mostrado na figura 1.

Figura 1 - Participacdo do zinco no mecanismo de libera¢do da insulina pelas células B
pancreaticas.

Células B pancreaticas

Fonte: Adaptado de Fu, Gilbert e Liu (2013). Legenda: 1) entrada da glicose nas células B pancreaticas por meio
do GLUTZ; 2) reacgdes de glicdlise; 3) producdo de ATP; 4) fechamento dos canais de potéssio dependentes de
voltagem; 5) influxo de calcio por meio dos canais de célcio dependentes de voltagem; 6) secrecdo de insulina e

zinco para a circulagéo sanguinea.

Nas células-alvo, o zinco apresenta atividade similar a insulina, cujo mecanismo de
acao ocorre por intermeédio da sua ligacdo ao IR presente na superficie da membrana celular
(Figura 2). Esse receptor apresenta estrutura tetramérica, com a presenca de duas subunidades
a ¢ duas subunidades B de controle alostérico (SALTIEL; KAHN, 2001). A ligacdo da insulina
ao IR provoca a auto fosforilagao da subunidade B e, em consequéncia, fosforilacao dos residuos
de tirosina presentes em uma série de substratos intracelulares como: substrato do receptor de
insulina (IRS-1 a 4), IRS/DOK4, IRS/DOKS5, Gab-1 (proteina de ligacdo associada a GRB2),
Cbl (Cbl proto-oncogene) e Shc (dominio 2 homdlogo ao Src) (CHANG; CHIANG; SALTIEL,
2005; DU; WEI, 2014).
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A sinalizagdo da insulina nos hepatocitos € um importante mecanismo de regulacéo
dos processos de glicdlise, gliconeogénese e sintese de glicogénio (DAI et al., 2015;
MANNING; CANTLEY, 2007). A insulina promove a fosforilag&do em tirosina dos residuos do
substrato IRS-1 e subsequente ativacdo das vias da PI3K e da proteina quinase B (Akt). A via
da Akt regula a proliferagéo celular, bem como, inibe a gliconeogénese e a oxidacao de acidos
graxos por intermédio da fosforilacdo do fator de transcricdo FOXO1 (Forkhead box protein
0O1) e do coativador 1-alfa do receptor gama ativado por proliferador de peroxissomo (PGC-
la) (CHENG; TSENG; WHITE, 2010; MANNING; CANTLEY, 2007; YECIES et al., 2011).

A proteina Akt é responsavel ainda por ativar o complexo mTORC1 (Mammalian
Target of Rapamycin Complex 1) a partir da inibicdo do complexo TSC1-TSC2. A mTORC1
ativa a lipogénese, a via de sintese de colesterol e via das pentoses devido ao aumento do fator
de transcricdo SREBP1c (sterol regulatory element-binding protein). Em adi¢gdo, a mTORC1
estimula o fator de transcricdo HIF1-o (Hypoxia-inducible factor 1-a), responsavel por ativar
enzimas da glicdlise (CHENG; TSENG; WHITE, 2010; MANNING; CANTLEY, 2007;
MULUKUTLA et al., 2016; YECIES et al., 2011).

Nos tecidos musculares e adiposo, a insulina liga-se ao IR desencadeando a
fosforilacdo dos substratos IRS. A cascata de sinalizacdo € seguida pela ativacao da via PI3K-
Akt, com subsequente fosforilacdo da AS160 (Akt substrate of 160 kDa), ativacdo da Rab84
(Ras-related protein Rab84) e Rab13 (Ras-related protein Rab13) (tecidos musculares) ou da
Rab10 (Ras-related protein Rab10) (tecido adiposo). A ativacdo dessas proteinas desencadeia
interacdes de efetores, promovendo a translocacdo do GLUT4 até a membrana plasmaética e
favorecendo a captagdo da glicose (MANNING; CANTLEY, 2007; TOKARZ,
MACDONALD; KLIP, 2018).

A fosforilacdo do IR ativa também o complexo Cbl/CAP (Catabolite activator
protein), causando a sua translocacdo para a membrana plasmatica. Em sucesséo, a proteina
Crkll (Adapter molecule Crk) migra para a membrana e forma um complexo com a proteina
C3G (Rap guanine nucleotide exchange factor 1), com posterior ligacéo e ativagdo da proteina
TC10 (Small GTP-binding protein TC10). Essa cascata fornece sinalizacdo adicional para a
translocacdo do GLUT4 paraa membrana plasmatica e captagéo da glicose (SALTIEL; KAHN,
2001). A glicose captada pelos transportadores de glicose pode ser utilizada em diversas vias,
sendo principalmente utilizada como estoque (glicogénio), na via glicolitica e na via das
pentoses fosfato (NELSON; COX, 2002).
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Figura 2 - Participagdo do zinco no mecanismo de sinalizagdo de insulina.

Insulina

Estimulo a Estimulo i

translocagédo de translocagdo
Expressdo génica e
diferenciagdo celular

GLUT4

| FOXO1 | mTOR

Z |

Sintese de
proteinas

Regulagdo da
gliconeogénese

Células-alvo

Fonte: Adaptado de Fu, Gilbert e Liu (2013). Legenda: Zn?*: zinco; Cbl/CAP: complexo Cbl proto-oncogene
/Catabolite activator protein; MAPK: Mitogen Activated Protein Kinases; IRS: Substrato do receptor de insulina;
PI13K: enzima fosfatidilinositol-3-quinase; AKT: proteina quinase B; FOXO1: Forkhead box protein O1; mTOR:

Mammalian Target of Rapamycin Complex.

Durante a glicolise, a glicose e fosforilada formando ATP e piruvato. O piruvato
oriundo da glicolise sofre acdo da piruvato desidrogenase, gerando acetil-CoA que seguiré para
o ciclo de Krebs (tricarboxylic acid cycle - TCA), na matriz mitocondrial, onde é oxidado
liberando ao final do ciclo CO2 e energia nas formas de 3 NAD+, FAD (Flavin adenine
dinucleotide) e uma molécula de ATP ou GTP (Guanosine TriPhosphate). Os produtos
originados no ciclo de Krebs seguem para a fosforilacao oxidativa que tera como produto final
mais moléculas de ATP, suprimento energético para as fungdes celulares (CHENG; TSENG;
WHITE, 2010; NELSON; COX, 2002).

Com a resisténcia a insulina, o ciclo de Krebs e a fosforilacdo oxidativa sdo reduzidas,
prejudicando a fungcdo mitocondrial e, consequentemente, causando falhas no metabolismo da
glicose e dos lipidios e na sintese de proteinas (CHENG; TSENG; WHITE, 2010; MORINO;
PETERSEN; SHULMAN, 2006). Em modelo animal, é possivel observar a hiperativa¢do da
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FOXOL1 na resisténcia a insulina, a qual aumenta a expressao do gene da heme oxigenase 1
(HMOX1) e o catabolismo do grupo heme. Desse modo, a fosforilacdo oxidativa é prejudicada,
pois o grupo heme é cofator para o transporte de elétrons. Em conjunto, a oxidacdo do NADH
é reduzida, o que compromete a oxidacdo de &cidos graxos e a biogénese mitocondrial
(CHENG; TSENG; WHITE, 2010).

Os ions de zinco liberados podem também atuar de forma paracrina, promovendo a
abertura dos canais de potassio dependentes de voltagem nas células a, inibindo a secrecao de
glucagon estimulada por piruvato (FRANKLIN et al., 2005; ZHOU et al., 2007). Em acréscimo,
0 zinco pode potencializar a secrecdo de insulina estimulada pela glicose circulante por
intermédio da modulacdo conjunta com o ATP dos canais P2XR (receptor purinérgico P2X)
(RICHARDS-WILLIAMS et al., 2008). Isto posto, a deficiéncia de zinco, comumente
observada em individuos com DM2, acarreta reducdo da biossintese e armazenamento de
insulina nas células pancreéticas, bem como da sua sinalizacdo (BASAKI et al., 2012; KHAN
etal., 2015; MASOOD; BALOCH; GHORI, 2009; PRASAD, 2013; SAHARIA; GOSWAMI,
2013; XU et al., 2013).

Tém-se observado em individuos com DM2 concentragdes reduzidas de zinco presente
no plasma (OH; YOON, 2008), soro (AL-MAROOF; AL-SHARBATTI, 2006; MASOOQD;
BALOCH; GHORI, 2009; NSONWU et al., 2006), bem como a presenca de hiperzincuria
(NSONWU et al., 2006; XU et al., 2013). O estado nutricional deficiente de zinco contribui
para 0 aumento da geracdo de citocinas pré-inflamatorias e também do estresse oxidativo,
fatores que desempenham papel chave na progressao de complicacGes induzidas pela diabetes
(BASAKI et al., 2012; KHAN et al., 2015; MASOOD; BALOCH; GHORI, 2009; SAHARIA,
GOSWAMI, 2013; XU et al., 2013). Portanto, a manutencdo das concentra¢des corporais de
zinco sdo essenciais para a varredura dos radicais livres gerados, visto esse mineral ser
componente da enzima antioxidante Superoxido dismutase (LUO et al., 2015).

Alguns estudos avaliaram o efeito da suplementacdo de zinco no controle glicémico
sendo observadas redugédo da glicose de jejum e do %HbAlc (PRASAD et al., 2013;
WIJESEKARA, CHIMIENTI, WHEELER, 2009). Desse modo, 0 zinco apresenta-se como
importante alvo terapéutico para prevencédo, controle e reducdo das complicacdes decorrentes
da DM2 (CARVALHO et al., 2017). Nesse contexto, o conhecimento dos gendtipos associados
a proteinas importantes para a biodisponibilidade de zinco tem sido cada vez mais explorado
(AFMAN; MULLER, 2006; FERGUSON et al., 2007).
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2.4 Minerais e controle glicémico

Além do zinco podemos salientar a participacdo de outros minerais no metabolismo
glicémico. Dentre eles, 0 magnésio atua na secrecdo e sensibilidade a insulina, bem como na
translocacdo do GLUT4 para a membrana plasmatica devido a sua participacdo como cofator
de enzimas do metabolismo da glicose (DONG et al., 2011; SALES et al., 2011; VERONESE
et al., 2016). A partir da formagdo do complexo Mg-ATP sdo possiveis as reagdes de auto
fosforilagao da subunidade B dos receptores de insulina, proliferacao e manutencao das células 3
pancredticas, atividade das enzimas tirosinas quinases e de outras proteinas e substratos da cascata
de sinalizagdo da insulina (HRUBY et al., 2014; SALES et al., 2011).

Em conjunto, o célcio e potéssio permitem a liberacdo da insulina a partir dos
grénulos secretdrios (FU; GILBERT; LIU, 2013). No interior das células p pancreaticas, 0
aumento da relacdo intracelular ATP/ADP oriundos do metabolismo da glicose provoca o
fechamento dos canais de potassio sensiveis ao ATP, acarretando a despolarizacdo da
membrana plasmatica. Em sequéncia a despolarizagio ocorre a abertura dos canais de Ca?*,
permitindo influxo de célcio para dentro das células e ativagdo da exocitose de granulos de
insulina (BONFANTI et al., 2015; FU; GILBERT; LIU, 2013). Ainda, a baixa concentracdo
sérica de potassio pode ocasionar 0 aumento da resisténcia a insulina nos tecidos periféricos
por mecanismos ainda ndo elucidados (CHATTERJEE et al., 2015).

E possivel observar na literatura estudos que associem a baixa ingest&o e concentracio
sérica desses minerais e o risco de desenvolvimento de DM2 (CHATTERJEE etal., 2012, 2015;
DRAKE et al., 2017; HRUBY et al., 2014; VILLEGAS et al., 2009). Apesar disso, ndo séo
vastamente encontrados na literatura estudos que avaliem a relagdo desses minerais no controle
glicémico em individuos com a doenca instalada.

Individuos com DM2 frequentemente apresentam reduzida ingestdo de magnésio e
hipomagnesemia (BARBAGALLO; DOMINGUEZ, 2015; SALES et al., 2011; SAMPAIO et
al., 2014). Porém, estudos de suplementacdo desse mineral ndo apresentam consenso quanto
aos efeitos positivos da suplementacdo na reducdo da glicemia e %HbAlc (EIBL et al., 1995;
PAOLISSO et al., 1989; RODRIGUEZ-MORAN; GUERRERO-ROMERO, 2003; VALK et
al., 1998). O mesmo aplica-se aos minerais calcio e potassio, ndo sendo observadas evidéncias

suficientes quanto a atuacdo desses minerais no controle glicémico.
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2.5 Transportador de zinco 8 e polimorfismo de nucleotideo Unico

Identificado pela primeira vez em 2004, 0 ZnT8 é uma proteina de 369 aminoacidos
codificada pelo membro 8 da familia 30 de carreador de soluto. O gene do ZnT8 esté localizado
no cromossomo 8, na regido 8g24.11 e apresenta 8 éxons, com tamanho total de 37 kb
(CHIMIENTI et al., 2004).

O ZnT8 é composto estrututalmente por seis dominios transmembrana com um anel
intracelular rico em histidina entre as hélices quatro e cinco (CHIMIENT!I et al., 2004). Essa
proteina ¢é altamente expressa nas células B pancreéticas e pode ser observada ainda, em menor
quantidade, nas células o do pancreas e na retina (DAVIDSON; WENZLAU; O’BRIEN, 2014).
Outros tecidos também apresentam expressao do gene do ZnT8 em menor proporgéo, entre 0s
quais estdo os do duodeno, endométrio, rins, testiculos, estbmago, intestino delgado, adipdcitos
e os linfdcitos (DAVIDSON; WENZLAU; O’BRIEN, 2014; NCBI, 2018).

Nas células B pancreaticas, 0 ZnT8 é requerido para a acumulagéo regular de zinco
dentro das vesiculas intracelulares desempenhando, portanto, papel na biossintese de insulina e
tolerancia a glicose (CHIMIENTI et al., 2004). Nicolson et al. (2009) mostraram, por meio de
experimentos em animais, que o ZnT8 também atua na homeostase normal do peso corporal
por mecanismos ainda ndo estabelecidos.

VariagcOes nas sequéncias de DNA sdo comuns nos individuos, sendo responsaveis
pela variabilidade interpessoal observada nas caracteristicas fenotipicas e de suscetibilidade a
doengas. Essas mutacOes apresentam-se de diferentes maneiras, entre estas a alteragdo na
sequéncia de DNA por meio de substituicdo, delecdo ou insercdo (BROOKES, 1999;
MCINNES; WILLARD; NUSSBAUM, 2016; WANG; MOULT, 2001).

Alteracbes em alelos presentes em mais que 1 % da populacdo sdo denominadas de
polimorfismos genéticos (LODISH et al., 2005; MCINNES; WILLARD; NUSSBAUM, 2016;
WANG; MOULT, 2001). Os SNPs sdo os mais frequentes e ocorrem nos éxons, introns e em
regides funcionais do gene, podendo alterar ou ndo a sequéncia de aminoacidos codificadoras
das proteinas, modificar o codon de parada ou alterar o sitio de splicing (LODISH et al., 2005;
MCINNES; WILLARD; NUSSBAUM, 2016).

A partir da analise de genotipagem do ZnT8 pOde-se observar que a presenca de alelos
de risco aumenta a chance em 1,18 e 1,53 vezes de desenvolvimento de DM2 em individuos
heterozigotos e homozigotos, respectivamente (DAVIDSON; WENZLAU; O’BRIEN, 2014;
DORIA; PATTI; KAHN, 2008; MOCCHEGIANI; GIACCONI; MALAVOLTA, 2008). No
gene do ZnT8 ja foram identificados SNPs que podem causar trocas do aminoacido arginina
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para o triptofano ou glutamina no cédon 325 (DAVIDSON; WENZLAU; O’BRIEN, 2014;
SLADEK et al., 2007) e também na regido 3’UTR, 0s quais estdo associados ao risco de DM2
(DAVIDSON; WENZLAU; O’BRIEN, 2014).

Individuos com alelos de risco no gene do ZnT8 podem exibir atividade reduzida do
transportador acarretando na diminui¢do da secrecdo de insulina e/ou producao de pro-insulina
(NICOLSON et al., 2009). Estudos realizados em populacdes europeias corroboraram o
exposto, sendo observadas hiperglicemia e reduzida secrec¢do de insulina nos participantes com
alelos de risco (LEFEBVRE et al., 2012; PRASAD et al., 2013; SHAN et al., 2014).

Dentre os SNPs identificados na regido 3’UTR do gene do ZnT8 encontra-se 0 SNP
rs11558471 caracterizado pela substituicdo do alelo A (selvagem) pelo alelo G (variante). A
maior frequéncia alélica observada é para o alelo A (Tabela 1), o qual confere risco de
desenvolvimento de DM2 (LIN et al., 2010; REES et al., 2011a; SEMAN et al., 2015; XU,
WANG; CHEN, 2012).

Tabela 1 - Frequéncia do alelo de risco (A) no gene do ZnT8 (rs11558471) em diferentes
grupos populacionais.

Autor, ano Populacgéo Presenca de n Frequéncia do
DM2 alelo de risco
(%)
_ Han Chineses Sim 1529 58
Linetal., 2010 Nio 1439 52
Brancos ndo-hispéanicos Né&o 1225 69
Negros ndo-hispéanicos Né&o 897 88,7
Yang etal.,, 2010 Mexicanos-americanos Né&o 902 72,9
Asiaticos Né&o 417 71
Rees et al., 2011 Paquistaneses Né&o 1167 74
Sim 1508 69
Xu, Wang e Chen, 2012 Chineses N&o 1500 50
) Sim 509 62
Seman et al., 2015 Malaios Nio 441 55.2

DM2: diabetes mellitus tipo 2; n: nimero de individuos avaliados.

O alelo A do SNP rs11558471 tem sido associado com os valores alterados de glicose
em jejum (REES et al., 2011b; XU; WANG; CHEN, 2012; YANG et al., 2010). Além disso,
apresenta associacdo com o aumento dos valores de pro-insulina, porém, com reducédo da
secrecdo de insulina, demonstrando o comprometimento da funcéo das células B pancreéticas e

reafirmando o papel desse alelo na progresséo da diabetes (STRAWBRIDGE et al., 2011).
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Ainda, é possivel observar associacdo da ingestdo de alguns nutrientes ao alelo A desse
SNP. Em um estudo de meta-analise realizado por Kanoni et al. (2011) foi observado que o
efeito do alelo de risco A nos valores de glicose em jejum foi atenuado & medida que aumentava
o consumo de zinco (p = -0,0017 + 0,0006 mmol/L de glicose a cada 1 mg/dia). Também foi
encontrada forte associagdo inversa entre a concentragdo de glicose e a ingestédo de zinco nos
individuos homozigotos de referéncia (AA). Em outro estudo foi observada associacdo do
magnésio ao SNP rs11558471, na qual foi demonstrada reducdo dos valores de glicose em
jejum com o aumento do consumo desse mineral em individuos com o alelo A ( = -0,0045 a
cada 50 mg/dia) (HRUBY et al., 2013).

Hapldtipos do SNP rs11558471 podem apresentar forte associacao entre si, como visto
com o SNP Arg325Trp (KANONI et al., 2011; MARUTHUR et al., 2014). O alelo C deste SNP
confere risco de desenvolvimento de DM2 (CAUCHI et al., 2010; SHAN et al., 2014; SLADEK
et al., 2007; XIANG et al., 2008), sendo possivel observar em alguns estudos o decréscimo da
secrecdo de insulina em individuos com a presenca desse alelo (BOESGAARD et al., 2008;
STAIGER et al., 2007).

Portanto, estudos envolvendo SNPs no ZnT8 mostram-se oportunos e atuais. A
avaliacdo da relacéo entre a presenca do SNP rs11558471 em individuos com DM2 residentes
no Brasil com o estado nutricional relativo ao zinco, contribuird para o entendimento dessa
relacdo no controle glicémico, o que pode auxiliar no desenvolvimento de novas abordagens de

reducdo do risco e tratamento da DM2.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a relacdo do SNP rs11558471 (A/G) no gene do ZnT8 com o estado nutricional

relativo ao zinco e com o controle glicémico em individuos com DM2.

3.2 Especificos

v Verificar a presenca do rs11558471 e sua relagcdo com as variaveis avaliadas;

v"Avaliar o estado nutricional relativo ao zinco por meio das concentracfes no plasma e
eritrocitos;

v" Avaliar os marcadores glicémicos, insulinémicos e lipidicos;

v' Avaliar a ingestdo dietética de micro (zinco, calcio, magnésio e potassio) e

macronutrientes.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Amostragem

Para o presente estudo o tamanho da amostra foi determinado de acordo com a
estimativa da proporcdo de individuos negros nao-hispanicos com alelo G observada na
literatura (11 %) (YANG et al., 2010), sendo considerados grau de confianca de 95 % e erro
amostral de 5 %. Desse modo, foi estimado o total de 148 individuos com DM2. No entanto, 0s
resultados apresentados contemplam uma amostra de 110 voluntarios com DM2, ambos 0s
sexos, com idade entre 19 e 59 anos, residentes no estado de Sergipe, assistidos pela rede
publica de salde.

Foram adotados os seguintes critérios de exclusao: o uso de fumo e de bebida alcodlica
de forma regular; utilizacdo de suplementos vitaminico-mineral; presenga das seguintes
doencas cronicas ndo transmissiveis: artrite reumatoide, cancer, insuficiéncia renal cronica e
disfuncdes da tireoide; presenca de processo infeccioso e inflamatério agudo autorreferido, tais
como gripes e infecgéo urinaria. Os critérios de exclusdo foram escolhidos devido a capacidade
desses de alterar as concentragdes séricas de zinco.

A fim de obter informagdes socioeconémicas, historico familiar para doengas cronicas
ndo transmissiveis, uso de medicamentos e presenca de doencas, um questionario foi aplicado
(Apéndice A).

4.2 Aspectos éticos

Os participantes foram instruidos acerca dos procedimentos aos quais foram
submetidos, o destino do material biolégico coletado e a demanda de tempo necessaria para a
realizacdo do estudo, tal como sobre o direito de desligar-se da pesquisa em qualquer momento,
sem constrangimentos.

Todos os participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(Apéndice B), que descreve as informac@es sobre o projeto, de acordo com a Resolugcdo CNS
n° 466/2012, itens 111, IV e V que tratam da protecao dos participantes e orienta procedimentos
referentes as pesquisas que necessitam de experiéncias com humanos.

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal

de Sergipe — UFS com namero do parecer 1.370.831 (Anexo A).
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4.3 Protocolo experimental

Estudo do tipo transversal e observacional, no qual os participantes foram submetidos
a uma coleta de sangue, avaliacdo antropomeétrica (peso, estatura, circunferéncia da cintura e
impedancia bioelétrica) e da ingestdo alimentar de macro e micronutrientes (Figura 3). A coleta
de sangue foi realizada por um profissional especializado em enfermagem.

O material bioldgico foi analisado para caracterizar os individuos com DM2 quanto a
presenca do polimorfismo estudado, estado nutricional relativo ao zinco e marcadores

glicémicos, insulinémicos e lipidicos.

Figura 3 — Fluxograma das atividades realizadas na pesquisa.
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4.4 Avaliac@o antropométrica

4.4.1 Peso

A afericdo do peso foi realizada utilizando balanca (Welmy® modelo W 200/5, S&o
Paulo, Brasil) com precisdo de 0,05 gramas. Os participantes foram posicionados no centro da
balanca, sem calcados, usando a menor quantidade de roupa possivel, em posicdo ereta e com
os bracos estendidos ao longo do corpo (MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

4.4.2 Estatura

A estatura dos participantes foi mensurada utilizando estadidmetro portatil
(Alturexata®, Minas Gerais, Brasil), estando os participantes descalgos, na posicéo ortostatica,
pernas e pes paralelos, bracos estendidos ao longo do corpo e cabeca posicionada no plano de
Frankfurt (MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

4.4.3 Indice de massa corpérea (IMC)

O IMC foi calculado dividindo-se o peso atual pela estatura ao quadrado, sendo o peso
aferido em quilogramas e a altura em metros. O resultado foi analisado de acordo com a
classificagdo proposta pela Organizacdo Mundial de Saldde (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2000), sendo considerados com excesso de peso os individuos com IMC >
25 kg/m?.

4.4.4 Circunferéncia da cintura

A circunferéncia da cintura foi mensurada com o individuo em posicao ortostatica, com
0s pés juntos e bragos estendidos ao longo do corpo, utilizando uma fita métrica ndo-extensivel
(Cescorf®, Porto Alegre, Brasil) posicionada no ponto médio entre a Gltima costela flutuante e
o0 topo da crista iliaca. A leitura foi realizada no momento da expiracao.

Foram considerados em risco para doengas cardiovasculares individuos com valores de
circunferéncia da cintura a partir de 80 cm para mulheres e 94 cm para homens, de acordo com
a classificacdo da Organizacdo Mundial de Saude (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2008).
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4.4.5 Impedancia bioelétrica

A impedancia bioelétrica foi realizada com os individuos deitados, em decubito dorsal,
com as pernas e os bracos afastados do corpo, com aparelho da Biodynamics® (modelo 310,
Séo Paulo, Brasil). Apés a limpeza da pele, dois eletrodos (um distal e outro proximal) foram
colocados no pé direito: o eletrodo distal na base do dedo médio e o eletrodo proximal um
pouco acima da linha da articulagdo do tornozelo, entre os maléolos medial e lateral da tibia; e
dois na méo direita: o eletrodo distal na base do dedo médio e o eletrodo proximal um pouco
acima da linha da articulacdo do punho, coincidindo com o processo estiloide.

Os participantes foram orientados a, no dia anterior ao exame, ndo ingerir bebidas
alcodlicas, ndo realizar exercicios fisicos intensos e ndo consumir refrigerantes, café, chas,

chocolates. Mulheres em periodo menstrual nao realizaram o exame.

4.5 Coleta de material biologico, anélises bioquimicas e genotipagem

4.5.1 Controle de contaminagao

Todo o material utilizado (vidrarias, plasticos, ponteiras, tubos, etc.) para analises de
zinco foram desmineralizados em banho de acido nitrico a 20 %, por no minimo 12 horas, e
enxaguados 10 vezes com agua deionizada. O material utilizado nas demais determinagdes

foram esterilizados e livre de contaminacgdes (DNase free).

4.5.2 Sangue

Um total de 15 mL de sangue foi coletado dos participantes (em jejum de 10 horas) com
0 auxilio de seringas estéreis e descartaveis. Desse total, 8 mL foram transferidos para tubos de
plastico desmineralizados contendo o anticoagulante citrato de sédio a 30 % para analises de
zinco; 2 mL foram colocados em tubos contendo EDTA para anélise do SNP rs11558471 no
gene do ZnT8 e do %HbALc; e 5 mL foram coletados em tubos sem anticoagulantes para
obtencdo do soro utilizado nas analises de glicose em jejum, peptideo C, insulina em jejum,
colesterol total, HDL-c e triglicerideos.

O plasma e soro foram separados do sangue total por centrifugacao a 3000 rpm, durante
15 minutos, a uma temperatura de 4 °C. A massa eritrocitaria foi obtida apds a lavagem com

adicdo de 5 mL de solucdo de NaCl a 0,9 % e subsequente centrifugacao a 10.000 rpm, por 10
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minutos a 4 °C, sendo esse procedimento repetido por 3 vezes. As amostras utilizadas para a
determinacéo de zinco foram acondicionadas a -20 °C e as demais a -80 °C até 0 momento das

analises.

4.5.3 Determinacéo do SNP rs11558471 no gene do ZnT8

A extracdo de DNA foi realizada com o kit PureLink® — Genomic DNA Mini Kit
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), de acordo com as instrucdes do fabricante. A quantificacdo
da concentracdo de DNA ocorreu por meio de leitura em espectrofotdmetro (Nanodrop®) nos
comprimentos de onda (£) 260 nm (RNA) e 280 nm (proteina). O DNA foi considerado integro
e de boa qualidade quando a razdo das absorbancias foi superior a 1,8 e inferior a 2,0
(SAMBROOK; GETHING, 1989). Os resultados foram obtidos em ng/pL.

A genotipagem dos participantes em relacdo ao SNP rs11558471 no gene do ZnT8 foi
realizada pelo sistema TagMan SNP Genotyping Assays® (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, EUA), conforme as instrugdes do fabricante. Este sistema é baseado na analise
end-point da reagdo em cadeia da polimerase em tempo real (QRT-PCR) com primers e sondas
especificas para o SNP. Esta anélise foi realizada em uniplicata, em placas especificas de 48
POCOs No equipamento StepOne Real-Time PCR System® (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, EUA).

As placas foram preparadas com um volume final de 25 pL. em cada pogo, sendo 13,75
uL de mistura de reagdo e 11,25 pLL de amostra de DNA diluida em agua nanopura autoclavada
([ ] final de DNAg igual a 20 ng/uL). Os ensaios foram realizados de acordo com as seguintes
etapas: 1) ativacdo enzimatica a 95 °C por 10 minutos; 2) PCR em 40 ciclos, que consiste no
processo de desnaturacdo do DNA a uma temperatura de 92 °C por 15 segundos e anelamento
do primer a sequéncia de DNA a ser amplificada; 3) reacdo de extensdo realizada a 60 °C por
1 minuto.

Os individuos foram classificados em trés grupos de acordo com o gendtipo
apresentado: 1) homozigotos com alelos de referéncia (AA), 2) heterozigotos com alelo

polimorfico (AG), 3) homozigotos com alelos polimérficos (GG).

4.5.4 Determinacao da concentragdo de zinco no plasma e eritrocitos

A determinacdo da concentragdo de zinco foi realizada por meio do método

espectrometria de absorcdo atbmica de chama (FAAS). As amostras foram digeridas a 150 °C
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em bloco digestor, conforme proposto por Lu et al. (2015), por duas horas, sendo utilizados
0,5 mL de amostra, 2 mL de &cido nitrico puro e 3 mL de agua nanopura. Apoés a digestdo, as
amostras foram diluidas em &gua nanopura para um volume final de 15 mL. Ainda, foram
preparados brancos das amostras para cada digestdo sob as mesmas condi¢des de analises
citadas.

Como padrdo para analise de zinco foi utilizado o SpecSol® (Quimlab®, Sio Paulo,
Brasil), utilizando uma curva padréo nas seguintes concentracdes: 0,0; 0,1; 0,2; 0,3 e 0,5 pg/mL,
diluidas em solucdo de &cido nitrico a 5 %. O controle da metodologia foi avaliado pelo material
de referéncia certificado SERONORM® (Whole blood), o qual foi preparado conforme os
mesmos procedimentos de preparo e diluicdo das amostras. A leitura da concentracao de zinco
foi realizada em um Espectrofotometro de Absor¢io Atdmica de Chama (Varian AA240FS®,
California, EUA) nas seguintes condicOes: lampada de catodo oco especifica (5 mA), A: 2139
nm, fenda de 1 nm; tempo de leitura de 5 segundos e chama alimentada com ar/acetileno (fluxo
de 13,5 L/min e 2 L/min, respectivamente). A andlise foi realizada em duplicata, sendo obtidas
trés leituras de cada duplicata.

Somado as analises anteriores, foi determinada a concentracdo de hemoglobina nos
eritrdcitos para a corregdo dos valores de zinco nessas células. A anélise seguiu a metodologia
de cianeto de hemiglobina (HICN) (Labtest®, Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil) e foi realizada
em analisador bioquimico semiautomatico (B10-2000, Bioplus®, Sdo Paulo, Brasil).

Os resultados foram expressos em pg/dL para as concentracfes de zinco no plasma e
em pgZn/g Hb para zinco nos eritrécitos. Foram consideradas adequadas as concentracdes
plasmaéticas de zinco de 70 a 110 pg/dL (GIBSON, 2005) e para as concentra¢@es de zinco nos
eritrocitos de 40 a 44 pgzZn/g Hb (GUTHRIE; PICCIANO, 1994).

4.5.5 Determinacdo das variaveis glicémicas e lipidicas

As determinac@es das concentragdes séricas de glicose em jejum, colesterol total (CT),
HDL-c e triglicérideos (TG) foram realizadas por meio de método colorimétrico utilizando kits
comerciais (Labtest®, Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil) em um analisador bioguimico
automatico (CMD 800i, Wiener Lab Group®, Rosario, Argentina). O %HbA1c foi determinado
no mesmo aparelho utilizando o método de inibigdo imunoturbidimétrica (Wiener Lab Group®,
Rosario, Argentina).

Quanto a analise dos valores séricos de insulina, foi empregado o método de

quimioluminescéncia (Abbott®, lllinois, EUA) e a quantificaco realizada em um analisador de
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imunoensaio (Architect i1000sg, Illinois, EUA). As concentracdes de peptideo C foram
mensuradas por guimioluminescéncia.

O valor da fracdo de LDL-c foi obtida por meio da seguinte formula matematica:
LDL-c = (CT — HDL-c) - (TG/5) (FRIEDEWALD; LEVY; FREDRICKSON, 1972). Os

pontos de corte adotados no presente estudo encontram-se no Quadro 2.

Quadro 2 — Pontos de corte adotados para avaliacdo dos individuos incluidos no presente estudo.

Variaveis Valores desejaveis Referéncia
Glicose em jejum” < 154 mg/dL American Diabetes Association
%HbAlc” <7% (2018c)
Colesterol total <190 mg/dL
L%glllierldeos Hon?eizznig/?n; Tdl Sociedade Brasggilr? de Cardiologia
Mulheres > 50 mg/dL ( )
LDL-c < 150 mg/dL

* Alvo terapéutico para o controle da DM2. Ndo foram adotados pontos de corte para insulina sérica e peptideo C
visto esses valores terem sido utilizados para comparacéo entre grupos.

4.5.6 Indice de resisténcia a insulina (homeostasis model assessment — HOMA)

O HOMA foi mensurado a partir dos valores de glicose em jejum e peptideo C por
meio da calculadora de HOMA® (versdo 2.2.3), disponibilizada pela Diabetes Trials Unit
University of Oxford. A calculadora é baseada no modelo de HOMA atualizado (HOMA?2),
publicado por Levy et al. (1998), que consiste em um modelo computacional que permite a
dedugdo da fungédo das células B (%p) e da sensibilidade a insulina (%S). N&do foram adotados
pontos de corte para essa variavel.

4.6 Avaliacéo da ingestdo alimentar

Para avaliacdo da ingestdo alimentar foi utilizado o método do recordatorio alimentar
de 24 horas (R24h) aplicados em trés dias ndo consecutivos, sendo dois dias referentes a semana
e um dia do final de semana. Os recordatorios foram aplicados presencialmente e por ligacdo
telefénica baseando-se no Multiple Pass Method (GUENTHER et al., 1995).

A andlise dos alimentos consumidos foi realizada no software NutWin, do
Departamento de Informaética da Escola Paulista de Medicina/UNIFESP, no qual consta a
Tabela Brasileira de Composic¢ao dos Alimentos (TACO), a Tabela de Composic¢ao Nutricional
dos Alimentos Consumidos no Brasil 2011, a tabela da USDA e dados fornecidos por rétulos

de fabricantes.
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A prevaléncia de inadequagéo do grupo na ingestdo alimentar de micronutrientes (zinco,
calcio e magnésio) foi avaliada de acordo com os valores de EAR (Estimated Average
Requirement) propostos pelo Dietary Reference Intakes, sendo considerados o sexo e a faixa
etaria dos individuos (INSTITUTE OF MEDICINE, 2006, 2011). Para isso, foi calculado o Z-
score do grupo a partir da diferenca entre o valor de EAR correspondente a cada nutriente e a
média de ingestdo do grupo, sendo o resultado dividido pelo desvio padrdo da ingestdo
(FISBERG et al., 2005). Com relacdo ao potassio, devido a inexisténcia de valor de EAR
estabelecido, foi observado o percentual de individuos que apresentaram ingestdo habitual
abaixo do valor de Al (Adequate Intake) (INSTITUTE OF MEDICINE, 2006).

4.7 Avaliacéo estatistica

A homogeneidade de todos os dados foi avaliada por meio do teste de Kolmogorov-
Smirnov. A analise descritiva foi realizada de acordo com a distribuicdo dos dados sendo
calculadas medidas de tendéncia central (médias), de dispersdo (desvio padrdo), frequéncias
absoluta e relativa. O equilibrio de Hardy-Weinberg foi calculado por meio do teste qui-
quadrado para avaliar a distribui¢do genotipica dos individuos.

Os dados foram distribuidos pelo genotipos (SNP rs11558471 no gene do ZnT8) e as
variaveis continuas homogéneas estudadas foram analisadas pelo teste de variancia
unidirecional (ANOVA), seguido do pos-teste de Tukey. No entanto, para os dados ndo
homogéneos foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Mann-Whitney. Para
os dados categdricos foi aplicado o teste do Qui-Quadrado.

Além disso, também foi aplicado o teste de correlacdo de Pearson entre as variaveis
estudadas. A partir desses resultados, considerando as variaveis com p < 0,20 foram criados
modelos de regressao linear multipla e regresséo logistica binaria, por meio do método enter,
utilizando como variaveis de ajuste sexo, idade e tempo de diagndstico da DM2. No modelo de
regressdo logistica binaria, as variaveis dicotomicas foram classificadas em risco de acordo com
os critérios apresentados a seguir: %HbALc > 7 % (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION,
2018c), genotipo AA, concentracdo de zinco nos eritrécitos < 40 pgZn/g Hb (GUTHRIE;
PICCIANO, 1994), concentrac¢des de zinco no plasma < 70 pg/dL (GIBSON, 2005) e ingestao
de zinco < EAR (INSTITUTE OF MEDICINE, 2006).

A identificacdo dos participantes com relato impreciso da ingestdo energética foi

realizada utilizando a metodologia proposta por McCrory et al. (2002) a partir da razéo entre a
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ingestdo energética relatada e o gasto energético total predito utilizando a equacao de Vinken
et al. (1999), considerando o ponto de corte de + 1 desvio padréo.

A ingestdo dietética habitual foi calculada pelo Multiple Source Method (MSM),
utilizando a plataforma online (DIfE, 2012). O MSM consiste em um processo de trés etapas,
nas quais, é estimada a probabilidade de ingestdo individual de cada nutriente, seguido do
calculo da ingestdo habitual individual de cada nutriente nos dias de consumo e, por fim,
multiplicado os valores obtidos nos passos anteriores para obter a ingestdo didria habitual
individual. Individuos com dados de ingestdo alimentar incompletos (apenas um R24h) foram
excluidos dessa andlise. Os valores de ingestdo de micronutrientes foram ajustados pela energia,
segundo o método residual proposto por Willett et al. (1997).

Os individuos foram agrupados de acordo com as similaridades dos valores da ingestdo
dietética habitual de quatro micronutrientes com acdo no metabolismo glicémico (zinco,
potéssio, calcio e magnésio). Para isso, foi utilizada a anélise hierarquica de dados, empregando
0 método de Ward a partir da distancia Euclidiana quadrada. A diferenca entre os dois clusters
(grupos) formados foi avaliada pelo teste t de Student para amostras independentes ou teste de
Mann-Whitney, de acordo com a distribui¢do dos dados.

Um modelo de regressao logistica binaria foi utilizado a fim de avaliar a probabilidade
de descontrole glicémico frente a ingestdo conjunta dos quatro micronutrientes acima
selecionados. Desse modo, o cluster com menor ingestdo foi considerado de risco para
alteragdes no %HbALc, sendo valores percentuais de hemoglobina glicada acima de sete
considerados descontrole glicémico, de acordo com a American Diabetes Association
(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2018c). Para avaliar o efeito da ingestéo
individual de zinco, potassio, calcio e magnésio sob o %HbALc, modelos de regressao linear
foram testados utilizando o %HbALlc como variavel dependente. Ambos os modelos de
regressao seguiram o método enter, precedidas do teste de correlagdo de Pearson para a escolha
das variaveis a serem incluidas (p < 0,20) . Foram utilizadas como variaveis de ajuste o sexo, a
idade e o tempo de diagnéstico da DM2.

Foram adotados niveis de significancia menor que 5 % para valores estatisticamente
significativos e de 5 a 10 % para valores marginalmente significativos (GRANATO; CALADO;
JARVIS, 2014). Para todas as andlises foi utilizado o software SPSS (Versédo 17.0).
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizagao da populacéo estudada e a relagdo do SNP rs11558471 com as demais
variaveis analisadas

Um total de 110 individuos com DM2 foi avaliado, com média de idade de 48,3 + 8,2
anos, sendo 67,3 % do sexo feminino. A maior parte dos individuos encontrava-se com excesso
de peso (80,9 %), sendo a média de IMC e percentual de gordura corporal de 30,4 + 6,9 kg/m?2
e 35,0 = 7,8 %, respectivamente. Além disso, 84,5 % dos individuos encontravam-se em risco
aumentado para doencas metabdlicas associadas a obesidade de acordo com a medida da
circunferéncia da cintura.

Os individuos avaliados apresentaram controle glicémico deficiente, observado pelos
valores médios de glicose em jejum e %HbALc superiores aos pontos de corte para controle da
doenca (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2018c). Além disso, a concentracdo de
glicose em jejum correlacionou-se com insulina (r= -0,316; p = 0,001), %HbA1c (r= 0,769; p
< 0,001), HOMA2-IR (r= 0,614; p < 0,001), HOMA2-%B (r= -0,747; p < 0,001) e HOMA2-
%S (r=-0,527; p < 0,001).

Quanto as varidveis do perfil lipidico, 85,5 % dos individuos apresentaram
dislipidemias. As caracteristicas clinicas dos individuos com DM2 incluidos no estudo estéo

apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2 - Variaveis clinicas e bioquimicas dos individuos com diabetes mellitus tipo 2 (DM2).

(Continua)
Variaveis DM2 (n = 110)
Idade, anos 48,3 + 8,2
Sexo
Homens, n (%) 36 (32,7)
Mulheres, n (%) 74 (67,3)
Tempo de diagnéstico?, anos 6,9+6,0
Uso de medicamentos 2
Biguanidas, n (%) 68 (63)
Sulfoniluréias, n (%) 34 (31,5)
Outros hipoglicemiantes, n (%) 9(8,3)
Anti-hipertensivos, n (%) 54 (50)
Uso de insulina, n (%) 23 (20,9)
Peso, kg 79,6 + 20,4
IMC, kg/m?2 30,4+6,9

Massa gorda?, % 350+78
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Tabela 2 - Variaveis clinicas e bioquimicas dos individuos com diabetes mellitus tipo 2 (DM2).

(Concluséo)

Variaveis DM2 (n = 110)
Circunferéncia da cintura, cm 100,0 £ 15,8

Homens, n (%)

<94 cm 9 (25)

>94 cm 27 (75)

Mulheres, n (%)

<80cm 8 (10,8)

>80 cm 66 (89,2)
Glicose em jejum, mg/dL 178,2 + 85,0
Hb1Ac (%) 8,1+23
Insulina, pU/mL 134 +12,7
Peptideo C, ng/mL 2,7+0,9
HOMA2-%B 78,3+57,2
HOMA2-%S 433211
HOMA2-IR 33+29
Colesterol total, mg/dL 192,9 + 46,9
HDL-c, mg/dL 41,4 +10,5
LDL-c, mg/dL 117,1 £ 40,2
Triglicerideos, mg/dL 172,3+ 1171
Zinco plasmatico®, pg/dL 63,3+ 29,0
Zinco eritrocitario®, pugzn/g Hb 34,7+84
Zinco dietético*, mg/dia 52+15

Resultados apresentados em média + desvio padrao, frequéncias absoluta e relativa; * n = 106; 2 n = 108;  n = 105;
4n =95. Alvo terapéutico para o controle da DM2: %HbA1c < 7 % e Glicose em jejum < 154 mg/dL (AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2018c); Valor de referéncia: Colesterol total < 190 mg/dL, HDL-c > 40 mg/dL para
homens e > 50 mg/dL para mulheres, LDL-c < 150 mg/dL e Triglicerideos < 150 mg/dL (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2017); concentracéo de zinco no plasma: 70 a 110 pg/dL (GIBSON, 2005);
concentracdo de zinco nos eritrocitos: 40 a 44 pgZn/g Hb (GUTHRIE; PICCIANO, 1994); EAR: 9,4 mg/dia
(homens) e 6,8 mg/dia (mulheres) (I0M, 2006).

Observou-se que os individuos avaliados apresentaram elevada prevaléncia de
deficiéncia de zinco, conforme verificado pelas concentragdes plasmaticas (68,3 %) e
eritrocitarias (72,4 %) abaixo dos valores de referéncia adotados (GIBSON, 2005; GUTHRIE;
PICCIANO, 1994). Ao correlacionar as concentrag¢6es de zinco plasmaticas e eritrocitarias com
as variaveis do metabolismo glicémico, insulinémico e lipidico ndo foram observadas
diferencas estatisticas (dados ndo apresentados).

A partir do ensaio de genotipagem do SNP rs11558471 no gene do ZnT8 foram
identificados 65,5 % de individuos homozigotos selvagem (AA), 22,7 % heterozigotos com
alelo variante (AG) e 11,8 % homozigotos variantes (GG). A populacdo avaliada ndo se

apresentou em equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabela 3).
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Tabela 3 — Frequéncia genotipica observada e frequéncia esperada pelo equilibrio de Hardy-
Weinberg para 0 SNP rs11558471 no gene do ZnT8 dos individuos com diabetes mellitus tipo 2.

. Observado Esperado
Genotipos n % n %
AA 72 65,5 65 59,0
AG 25 22,7 39 35,5
GG 13 11,8 6 5,5
Total 110 100 110 100

Teste qui-quadrado = 14,4; Graus de liberdade = 3,84; P valor = 0,003.

Ao avaliar os individuos de acordo com o genotipo apresentado, foram observadas

diferencas marginalmente significativas nos valores de HOMA2-%B entre os individuos com

gendtipo selvagem (AA) e os individuos com a presenca do alelo polimérfico (AG e GG)

(Tabela 4). Com relacdo as demais variaveis clinicas, bioquimicas e do estado nutricional

relativo ao zinco, ndo foram observadas diferencas entre 0s grupos.

Tabela 4 - Variaveis clinicas, bioquimicas e do estado nutricional relativo ao zinco dos individuos
com diabetes mellitus tipo 2 (DM2) distribuidos conforme o gen6tipo do SNP rs11558471 no gene

do ZnTS8.
(Continua)
Variaveis (nép%Z) (nA:GZS) (nG:C_,;B) P valor
Idade, anos 48,0 £ 8,4 49,075 49,0+£9,1 0,740*
Sexo

Homens, n (%) 24 (33,3) 7 (28) 5 (38,5)

Mulheres, n (%) 48 (66.7) 18 (72) 8 (61.,5) 0,795¢
Tempo de diagnéstico?, anos 6,4+5,6 82+73 75+54 0,333¥
IMC, kg/m2 30,9+£7,2 29973 288+4,1 0,557
Circunferéncia da cintura, cm 100,3 £ 16,4 99,6 £+ 16,6 99,1+10,6 0,958
Massa gorda?, % 353+£8,0 34377 342+78 0,809
Colesterol total, mg/dL 193,8 + 46,2 188,7 £ 42,6 196,2 + 60,3 0,868
HDL-c, mg/dL 419092 39,4+10,1 42,2+17.1 0,579
LDL-c, mg/dL 117,3 £39,7 117,0+£ 34,8 115,9 £ 54,0 0,993
Triglicerideos, mg/dL 172,8 £128,5 161,4 £94,0 190,8 £ 92,7 0,766
%Hb1Ac 8024 8,2+£20 8,7+1,7 0,537
Peptideo C, ng/mL 2,8+0,9 2,5+0,8 2,7+0,8 0,394
Glicose em jejum, mg/dL 168,1 + 79,8 192,3 + 86,3 206,6 £ 105,6 0,285*
Insulina, pU/mL 145+ 14,8 121+74 9,7+57 0,483¥
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Tabela 4 - Variaveis clinicas, bioguimicas e do estado nutricional relativo ao zinco dos individuos
com diabetes mellitus tipo 2 (DM2) distribuidos conforme o genotipo do SNP rs11558471 no gene
do ZnTS8.

(Concluséo)

AA AG GG

Variaveis (n=712) (n = 25) (n=13) P valor
HOMA2-%B 87,8 £ 60,9? 59,2 + 40,6° 62,0 + 54,0° 0,058*
HOMA2-%S 42,7+20,1 46,2 + 23,7 41,5+223 0,733
HOMA2-IR 33+28 30+25 3,7+42 0,890%
Zinco plasmatico®, pg/dL 64,4 + 33,5 65,2 +19,1 52,4+128 0,391
Zinco eritrocitario®, pugzn/g Hb 34,6 £8,7 36,277 32,3+8,6 0,419
Zinco dietético*, mg/dia 52+16 53+16 50%0,1 0,862

Resultados apresentados em média + desvio padréo, frequéncias absoluta e relativa; * AA (n = 69), AG (n = 24);
2 AA (n=71), AG (n=24); 3 AA (n=68), GG (n = 12); * AA (n = 62), AG (n = 21), GG (n = 12). P valor <
0,05 foi considerado significativo; P valor entre 0,05 e 0,1 foi considerado marginalmente significativo;
Comparacao entre os grupos realizada por analise de variancia univariada (ANOVA), seguido de teste de Tukey e
¥ Teste de Kruskal-wallis, seguido por teste de Mann-whitney para dados continuos, e €Teste do Qui-Quadrado
para os dados categoricos; Letras diferentes em uma mesma linha representa diferenga entre os grupos; Hb:
hemoglobina; Alvo terapéutico para o controle da DM2: %HDbAlc < 7 % e Glicose em jejum < 154 mg/dL
(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2018c); Valor de referéncia: Colesterol total < 190 mg/dL, HDL-c >
40 mg/dL para homens e > 50 mg/dL para mulheres, LDL-c < 150 mg/dL e Triglicerideos < 150 mg/dL
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2017); concentragdo de zinco no plasma: 70 a 110 pg/dL
(GIBSON, 2005); concentragdo de zinco nos eritrdcitos: 40 a 44 pgZn/g Hb (GUTHRIE; PICCIANO, 1994).

A redug@o no percentual de fungdo de células p (HOMA2-%B) foi associada com as
variacdes do SNP rs11558471, sendo dependentes do sexo e da concentracdo de peptideo C e
independetes da idade e do tempo de diagnostico na populacdo estudada, conforme observada
pelo modelo de regressao linear maltipla (Tabela 5).

Tabela 5 - Modelo de regressao linear multipla entre HOMA-B% (variavel dependente) e as
variaveis da concentracdo de peptideo C e o gendtipo do ZnT8 em individuos com diabetes
mellitus tipo 2 (DM2).

R r2
Variaveis independentes B (IC 95%) P valor ajustado
Idade (anos) -0,020 (-1,229;1,507) 0,841
Sexo® -0,191 (-45,287;-0,881) 0,042
HOMA-%B Tempo de diagnostico (anos) -0,123 (-2,975;0,631) 0,200 0,163
Peptideo C (ng/mL) 0,243 (3,710;29,035) 0,012
SNP rs115584718 -0,185 (-29,850;-0,136) 0,048

P valor < 0,05 foi considerado significativo; P valor do modelo: 0,003; Variaveis incluidas no modelo no formato
continuo e no $formato dicotdmico; Modelo ajustado por sexo, idade e tempo de diagndstico.

A presenca do genotipo AA (alelo de risco) e o tempo de diagndstico de DM2
mostraram-se preditores de alteragdes do %HbALc, aumentando a chance em trés vezes e uma

vez a alteracdo dessa varidvel, respectivamente (Tabela 6).
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Tabela 6 - Modelo de regressdo logistica binaria do percentual de hemoglobina glicada
(%HbALc), variaveis do estado nutricional relativo ao zinco e SNP rs11558471 no gene do
ZnT8 em individuos com diabetes mellitus tipo 2 (DM2).

dVarlaveI Co-variaveis OR (IC 95%) P valor
ependente

Idade (anos) 0,987 (0,929;1,049) 0,672

Sexo 0,564 (0,197;1,620) 0,288

Tempo de diagndstico (anos) § 1,134 (1,026;1,254) 0,014

%Hb1AC SNP rs11558471 3,263 (1,154;9,229) 0,026

Zinco eritrécitos 1,890 (0,737;4,848) 0,185

Zinco plasma 0,908 (0,346;2,382) 0,844

Zinco dietético 1,252 (0,223;7,037) 0,798

P valor < 0,05 foi considerado significativo; P valor do modelo: 0,013 e r2: 0,240; $Variaveis incluidas no
modelo no formato continuo; Demais varidveis incluidas no modelo no formato dicotdmico; Modelo ajustado por
sexo, idade e tempo de diagndstico; Classificacdo de risco utilizada: %HbAlc > 7 % (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2018c), gendtipo AA, concentracdo de zinco nos eritrécitos < 40 pgzZn/g Hb (GUTHRIE;
PICCIANO, 1994), concentracdo de zinco no plasma < 70 pg/dL (GIBSON, 2005), ingestdo dietética de zinco <
EAR (INSTITUTE OF MEDICINE, 2006); OR: Odds ratio.

5.2 Ingestao alimentar habitual de micronutrientes e sua relacdo com o controle glicémico

Para a analise da ingestdo alimentar habitual de micronutrientes foram considerados
102 individuos com DM2. Apos a excluséo dos individuos com dados de ingestdo alimentar
incompletos, foram incluidos na anélise 95 individuos. A prevaléncia de sub-relatores da
ingestdo energeética foi de 84,2 %. Foi observada prevaléncia de inadequacdo na ingestdo
alimentar de zinco de 99,89 % no sexo masculino e 82,64 % no sexo feminino (Figura 4).

Figura 4 — Histograma da ingestdo ajustada de zinco e prevaléncia de inadequacéo da ingestao
para o grupo de individuos com diabetes mellitus tipo 2 (n = 95).

257

— Média = 5,23 mg/dia
Desvio padrdo = 1,53
20 EAR = 9,4 mg/dia (homens)
1 6,8 mg/dia (mulheres)
Z = 3,06 (homens)

0,94 (mulheres)
© >< Prevaléncia de inadequacéo =
5 157 99,89 % (homens)
82,64 % (mulheres)

Frequénci

5

\I

I T
2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00

Zinco (mg/dia)



48

A prevaléncia de inadequagdo no consumo de magnésio para o sexo masculino e
feminino foi de 96,41 % e 74,86 %, respectivamente (Figura 5). Ao avaliar a ingestao alimentar
de calcio, observou-se continuidade na alta prevaléncia de inadequacdo, tendo o grupo

apresentado o percentual de inadequacéo de 95,45 % (Figura 6).

Figura 5 - Histograma da ingestdo ajustada de magnésio e prevaléncia de inadequacdo da
ingestdo para o grupo de individuos com diabetes mellitus tipo 2 (n = 95).
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Figura 6- Histograma da ingestdo ajustada de célcio e prevaléncia de inadequacdo da ingestdo
para o grupo de individuos com diabetes mellitus tipo 2 (n = 95).
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Com relacdo ao potéssio, 100 % dos individuos avaliados apresentaram ingestao

abaixo do valor adotado como Al (Figura 7).

Figura 7 - Histograma da ingest&o ajustada de potassio para o grupo de individuos com diabetes
mellitus tipo 2 (n = 95).
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Ao avaliar os individuos pelas similaridades na ingestdo dietética habitual dos minerais
com acdo no metabolismo glicémico (zinco, potassio, calcio e magnésio), observou-se que o
grupo com os menores valores de ingestdo (Cluster 1) apresentou maior %HbAlc quando
comparado ao grupo com maior ingestdo (Cluster 2) desses nutrientes (p = 0,006). Em adicéo,
o Cluster 1 também apresentou maior concentracdo serica de triglicerideos (p = 0,010). As

demais variaveis nao apresentaram diferencas entre os grupos (Tabela 7).
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Tabela 7 - Variaveis clinicas, bioquimicas e de ingestdo de nutrientes dos individuos com
diabetes mellitus tipo 2 (DM2) de acordo como os clusters definidos a partir da ingestdo dos
micronutrientes (zinco, potassio, calcio e magnésio).

Variaveis Cluster 1 (n=65) Cluster 2 (n=30) P valor
Idade, anos 48,6 + 8,6 489+7,9 0,866*
Tempo de diagndstico, anos 7,2+6,4 7,4+6,0 0,909
IMC, kg/m?2 30,4 +6,9 299+6,7 0,762¥
Circunferéncia da cintura, cm 100,8 + 13,7 97,7+ 155 0,332
Massa gorda, % 34,6 £8,0 35878 0,483
Colesterol total, mg/dL 198,8 + 49,7 181,5 + 40,0 0,097
HDL-c, mg/dL 41,9+£105 39,2+10,3 0,247
LDL-c, mg/dL 117,9+£ 422 116,4 £ 34,5 0,867
Triglicerideos, mg/dL 1949+ 1311 129,6 + 58,5 0,010
%Hb1Ac 83+21 72+17 0,006
Peptideo C, ng/mL 2,7+0,9 2,707 0,963
Glicose em jejum, mg/dL 190,3 + 88,2 158,1 + 70,7 0,082*
Insulina, pU/mL 13,2+ 11,7 15,1 + 16,8 0,525¥
HOMA2-%B 73,7594 84,0+ 488 0,407¥
Ingestdo de energia, kcal/d 1452,3 £471,4 1506,3 + 499,7 0,611
Ingestdo de lipideos, g/d 37,4+151 36,5+ 16,8 0,796
Ingestdo de proteina, g/d 80,2 + 19,7 794 +214 0,856
Ingestdo de carboidrato, g/d 203,6 £ 74,1 2242 + 71,7 0,207
Ingestéo de zinco, mg/d 48+14 6,1+15 <0,001
Ingestéo de potassio, mg/d 1556,5 + 344,3 2480,9 £ 301,4 <0,001
Ingest&o de calcio, mg/d 400,6 £ 136,4 616,9 £ 222,4 <0,001
Ingestdo de magnésio, mg/d 191,5+ 54,2 276,6 £ 58,5 <0,001

Resultados apresentados em média + desvio padrdo; P valor < 0,05 foi considerado significativo; Teste t de
Student para amostras independentes e ¥ teste de Mann-whitney; Alvo terapéutico para o controle da DM2:
%HbAlc < 7 % e Glicose em jejum < 154 mg/dL (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2018c); Valor de
referéncia: Colesterol total < 190 mg/dL, HDL-c > 40 mg/dL para homens e > 50 mg/dL para mulheres, LDL-c <
150 mg/dL e Triglicerideos < 150 mg/dL (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2017).

Considerando a diferenga no %HbALc entre os Clusters, um modelo de regressdo
logistica binaria foi testado a fim de verificar a probabilidade do %HbA1c encontrar-se acima
de 7 % conforme a ingestdo dos minerais avaliados (Tabela 8). Neste modelo, 0 aumento no
tempo de diagnostico (anos) e a menor ingestdo dos minerais (Cluster 1) apresentam a chance

de aumentar em uma vez e trés vezes o risco para o aumento do %HbALc, respectivamente.
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Tabela 8 - Modelo de regressdo logistica binaria do percentual de hemoglobina glicada
(%HbA1c) e dos clusters formados a partir da ingestdo de minerais pelos individuos com
diabetes mellitus tipo 2 (DM2).

Variavel Co-variaveis OR (IC 95%) P valor
dependente
Idade (anos) * 0,987 (0,931;1,046) 0,661
$ 1,598 (0,580;4,405 0,365
%HblACS O . 298 (0.580:4,405) ’
Tempo de diagnostico (anos) 1,155 (1,043;1,278) 0,005
Clusters® 3,041 (1,131;8,175) 0,028

P valor < 0,05 foi considerado significativo; P valor do modelo: 0,003 e r2: 0,221; Teste de Hosmer e Lemeshow:
0.591; % Variaveis incluidas no modelo no formato dicotdmico; Variaveis incluidas no modelo no formato
continuo; Modelo ajustado por sexo, idade e tempo de diagnéstico; Classificacdo de risco utilizada: %HbAlc > 7
% (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2018c) e Cluster com menor ingestdo conjunta de zinco, potassio,
calcio e magnésio; OR: Odds ratio.

Ao avaliar a predicdo de cada nutriente em alterar o0 %HbALc, observou-se que a
ingestdo de 1 g de potéssio e 100 mg de magnésio por dia reduz em 1 e 0,7 % o %HbAIc,
respectivamente. Esses resultados foram dependentes do sexo e do tempo de diagnostico,

conforme apresentado na Tabela 9.

Tabela 9 - Modelos de regressdao linear multipla do percentual de hemoglobina glicada
(%HbALc) (varidvel dependente) e a ingestdo de minerais por individuos com diabetes mellitus
tipo 2 (DM2).

.y .. rz
0,
Variaveis independentes B (IC 95%) P valor ajustado
Modelo 1t Idade (anos) -0,032 (-0,082;0,019) 0,216
Sexo® 1,069 (0,209;1,930) 0,015 0.143
Tempo de diagnéstico (anos) 0,117 (0,051,0,183) 0,001 '
Zinco (mg/dia) -0,017 (-0,283;0,250) 0,902
Modelo 22 Idade (anos) -0,028 (-0,077;0,021) 0,259
Sexo® 0,925 (0,086;1,765) 0,031 0.198
Tempo de diagnéstico (anos) 1,118 (0,054;0,182) <0,001 '
Potéssio (mg/dia) -0,001 (-0,002;0,000) 0,017
Modelo 32 Idade (anos) -0,029 (-0,079;0,021) 0,253
Sexo® 1,025 (0,163;1,887) 0,020 0.151
Tempo de diagnostico (anos) 0,119 (0,053;0,184) 0,001 '
Célcio (mg/dia) -0,001 (-0,003;0,001) 0,377
Modelo 42 Idade (anos) -0,031 (0,080;0,017) 0,206
Sexo® 1,009 (0,177;1,840) 0,018
Tempo de diagnéstico (anos) 0,117 (0,053;0,181) <0,001 0,201
Magnésio (mg/dia) -0,007 (-0,012; -0,001) 0,015

L P valor do modelo: 0,002; 2 P valor do modelo: <0,001; Variaveis incluidas nos modelos no formato continuo e
no Sformato dicotdmico; Modelo ajustado por sexo, idade e tempo de diagndstico.
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6 DISCUSSAO

Este é o primeiro estudo realizado com uma amostra da populacéo brasileira com DM2
a determinar a presenca do SNP rs11558471 no gene do ZnT8 e associar com marcadores
bioquimicos do estado nutricional relativo ao zinco e do metabolismo glicémico e lipidico. Sabe-
se que a presenca do genétipo AA no gene dessa proteina aumenta o risco para o
desenvolvimento de DM2, no entanto, sdo escassos 0s estudos em uma populagdo com a doenca
ja instalada, com vistas ao entendimento da relacdo com o controle glicémico.

Visto 0 ZnT8 ser uma proteina importante para a disponibilidade de zinco nos granulos
secretorios de insulina, a presenca de alteracBes genéticas nesse transportador pode trazer
repercussoes para a sintese e secre¢do da insulina (LEFEBVRE et al., 2012; NICOLSON et al.,
2009). Estudos realizados em ratos mostraram que a auséncia do ZnT8 acarretou reducdo da
tolerancia a glicose, devido ao decréscimo da concentragdo de insulina periférica
(FUKUNAKA; FUJITANI, 2018; TAMAKI et al., 2013).

A distribuicdo genotipica observada no presente estudo para 0 SNP rs11558471 no
gene do ZnT8 foi similar a encontrada em outras populag¢des, como malaios, chineses e brancos
ndo-hispanicos (SEMAN et al., 2015; XU; WANG; CHEN, 2012; YANG et al., 2010). A
frequéncia do alelo de risco para o desenvolvimento de DM2 desse SNP pode variar conforme
a raca, sendo mais prevalente em individuos negros (YANG et al., 2010). Popula¢Ges mesticas
de brancos de origem hispénica e indios, como 0s mexicanos, também estdo entre as que
apresentam elevada frequéncia de alelo de risco (YANG et al., 2010).

Na populacdo com DM2 tem sido observada maior frequéncia do gendtipo AA quando
comparada a populagdo sem a doenga (LIN et al., 2010; SEMAN et al., 2015). Ressalta-se que
a frequéncia dos genotipos encontrados na populacao estudada ndo se encontrou em equilibrio
de Hardy-Weinberg, o que pode ser atribuido a diversos fatores como selecdo natural,
acasalamento ndo aleatdrio, deriva genética, fluxo génico, tamanho da amostra, erro de
genotipagem e associacdo com a doenca (ATTIA et al., 2010; GRAFFELMAN; MORENO,
2013; HOLSINGER, 2001).

A abordagem da relagdo desse SNP com alteracbes no metabolismo glicémico é
escassa e encontrada apenas na populacdo sem a doenca instalada. Dentre essas alteracdes, a
glicose em jejum aumentada foi associada a presenca do alelo A (REES et al., 2011b; XU;
WANG; CHEN, 2012; YANG et al., 2010). Ao avaliar as variaveis glicémicas, lipidicas, status
de zinco e a ingestdo dietética desse mineral ndo foram observadas diferencas entre 0s

genotipos, com excecdo do HOMA-%B, que foi maior nos individuos homozigotos de
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referéncia do que naqueles com alelo variante, sendo essa diferenca marginalmente
significativa. Além disso, em modelo de regressdo linear, 0 HOMA-%B associou-se com as
variagdes do SNP rs11558471 na populacéo estudada.

Em um estudo de meta-andlise realizado a partir de dados de individuos sem DM2, o
alelo A foi associado com a reducéo da fungdo das células B pancreaticas e da secrecdo de
insulina estimadas pelo HOMA-%B e indice insulinogénico, respectivamente
(STRAWBRIDGE et al., 2011). Por outro lado, um estudo que avaliou 0 SNP Arg325Trp no
gene do ZnT8, que é hapldtipo do SNP rs11558471 e também apresenta o alelo A de risco, ndo
mostrou relacdo entre 0s gendtipos com as concentragdes de glicose em jejum, insulina, HOMA-
IR e HOMA-%B em individuos com DM2 (XIANG et al., 2008).

O controle metabdlico da doenca tem sido associado ao tempo de diagnostico, conforme
corroborado pelos resultados desse estudo. A perda progressiva da fung¢do das células B
pancredticas sdo mecanismos inerentes a fisiopatologia da DM2 (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2014; SONG etal., 2007), a qual contribui para o inadequado controle glicémico
nessa populacdo. Entre os diversos marcadores para avaliar a fungdo das células B pancreaticas,
da sensibilidade e resisténcia a acao de insulina, 0 HOMA configura-se como alternativa de baixo
custo para o entendimento dessa relagdo com o controle glicémico. Isto tem sido evidenciado em
estudos ao longo dos anos pela associacdo entre elevados valores de HOMA-IR e reduzido
percentual de HOMA-%B com o desenvolvimento de DM2 (RUIJGROK et al., 2018; SONG et
al., 2006). Em um estudo realizado com individuos com DM2, observou-se correlagdo do
%HbALlc com 0 HOMA-IR e HOMA-%B (AL-HAKEIM; ABDULZAHRA, 2015).

Neste estudo, observou-se ainda que individuos com genétipo AA apresentaram trés
vezes mais chances de alteracdes no %HbALc (superior a 7 %). Esse resultado ndo foi associado
aos marcadores do estado nutricional relativo ao zinco, mesmo quando avaliada a ingestao
isolada de zinco. Kanoni et al. (2011) ao associarem a presenca do alelo de risco A com valores
de glicose em jejum por meio de meta-analise com individuos sem DM2, observaram que a
medida que aumentava 0 consumo de zinco atenuava a concentragao de glicose (B = -0,0017 £
0,0006 mmol/L de glicose a cada 1 mg/dia). Alem de evidenciar forte associacéo inversa entre
a concentracao de glicose e a ingestdo de zinco nos individuos homozigotos de referéncia (AA).

Outro mineral que relaciona-se com a homeostase de insulina € o magnésio, o qual
foi evidenciado em um estudo de meta-analise publicado por Hruby et al. (2013) que o
aumento na ingestdo desse mineral também pode atenuar o efeito do alelo de risco (A) do
SNP rs11558471 sobre as variac@es de glicose (B =-0,0045 a cada 50 mg/dia) em individuos
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sem DM2. Essas relagdes entre o estado nutricional de minerais, a presenca de SNPs no
ZnT8 e 0s marcadores do metabolismo da glicose ainda sdo pouco exploradas na literatura.

A DM2 ¢é uma doenca crbnica em ascensdo cuja fisiopatologia esta interligada aos
fatores genéticos e de estilo de vida (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2018b;
INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2017), sendo 0s aspectos genéticos
responsaveis por explicar cerca de 10 % do risco de desenvolvimento de DM2 (SEMAN et al.,
2015). O gatilho para o desenvolvimento e falta de controle do DM2 tem sido associado aos
fatores ambientais, 0 que ressalta a importancia da adocdo de habitos de vida considerados
saudaveis.

Sabe-se que o controle do peso corporal € um dos pilares para 0 manejo da DM2, visto
que a adiposidade, em especial na regido abdominal, é responsavel pelo agravamento do quadro
de resisténcia a insulina (ESSER et al., 2014; KAHN; HULL; UTZSCHNEIDER, 2006). Diante
disso, pode-se perceber elevada prevaléncia de sub-relato da ingestdo energética nesse estudo,
0 que corrobora o estado nutricional de sobrepeso e obesidade observado na maioria dos
individuos avaliados, fatores que podem infuenciar diretamente no estado de descontrole
glicémico observado (CALLE; FERNANDEZ, 2012; LONTCHI-YIMAGOU et al., 2013).

Associado a esses aspectos ambientais, individuos com DM2 apresentam-se, com
elevada frequéncia, deficientes em zinco, fato observado por meio das reduzidas concentracfes
séricas (BANDEIRA et al., 2017; BASAKI et al., 2012; CARVALHO et al., 2017) e da baixa
ingestdo desse mineral (PEREZ et al., 2018). Em virtude da alta concentragéo de zinco nas
células B pancredticas e de sua relacdo com o controle glicémico (MIAO et al., 2013), a
manutencdo da homeostase corporal desse mineral é de fundamental importancia nessa
populagéo.

Diante disso, os resultados deste trabalho reafirmam o estado de deficiéncia de zinco
em individuos com DM2 a partir da avaliacdo da ingestdo habitual desse mineral e de suas
concentragbes no plasma e nos eritrocitos. Os teores de zinco determinados nesses
compartimentos apresentaram-se em concordancia com valores observados por outros autores
(AL-MAROOF; AL-SHARBATTI, 2006; NSONWU et al., 2006). Estudos prévios constataram
que menores concentracdes plasmaticas e eritrocitarias de zinco estdo associadas ao pior
controle glicémico em individuos com DM2 (BANDEIRA et al.,, 2017; SAHARIA;
GOSWAMI, 2013). Apesar disso, ndo foi observada correlagdo entre o estado nutricional
relativo ao zinco e as demais varidveis avaliadas nesse estudo.

A avaliacdo da ingestdo alimentar de minerais no controle glicémico mostrou que a

reduzida ingestdo concomitante de zinco, potassio, calcio e magnésio associou-se com maior
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%HbAlc em individuos com DM2 aumentando em trés vezes o risco dessa alteracdo. Além
disso, a ingestdo de potéssio e o magnésio foram preditores para a reducdo do %HbALc.
Ressalta-se que a maior parte dos individuos avaliados apresentou elevada prevaléncia de
inadequacao na ingestdo desses minerais.

A associagéo entre a ingestdo desses micronutrientes com o controle glicémico tem
sido estudada de maneira isolada, sendo amplamente observada a ingestdo deficiente em
individuos com DM2 (PEREZ et al., 2018; SALES et al., 2011; SAMPAIO et al., 2014; SHAH
et al., 2018). No entanto, estudos que avaliaram a ingestdo desses minerais de forma conjunta
no controle glicémico de individuos com essa doenga Sao escassos.

Em estudos epidemioldgicos tem sido mostrada a associacao negativa entre a ingestao
diaria de zinco e o risco de desenvolvimento de DM2 (DRAKE et al., 2017; ESHAK et al.,
2018; SUN et al., 2009), podendo este risco ser reduzido em 20 % com a ingestdo diaria superior
a 13 mg desse mineral (VASHUM et al., 2013). Kanoni et al. (2011) observaram associagéo
significativa entre a ingest&o de zinco com valores de glicose em jejum, sendo que a ingestao
diaria de 1 mg de zinco foi capaz de reduzir 0,02 mg/dL a concentracdo de glicose. Esse
resultado que associa a participacdo do zinco dietético no controle glicémico de individuos com
DM2 também foi discutido em uma revisdo sistematica, a qual mostrou que a concentracao
sérica desse mineral tem sido negativamente correlacionada com o %HbAlc e valores de
glicose em jejum nessa populacdo (CARVALHO et al., 2017).

Esses resultados podem ser explicados pela fungdo exercida pelo zinco no
funcionamento e manuten¢do da massa das células B pancreéticas, participacao na biossintese
de insulina e maturacdo dos grénulos secretorios (SUN et al., 2009; WIJESEKARA,
CHIMIENTI; WHEELER, 2009). Em adicdo, o zinco inibe proteinas tirosina fosfatases,
estimulando a auto fosforilagdo dos receptores de insulina (CARVALHO et al., 2017,
CHIMIENTI; RUTTER; WHEELER, 2011). Ainda, participa da defesa antioxidante do
organismo como cofator da enzima superdxido dismutase, combatendo assim o estresse oxidativo
gerado pela hiperglicemia (CHIMIENTI; RUTTER; WHEELER, 2011; SUN et al., 2009).

A participacdo do magnésio no controle glicémico também tem sido mostrada em
estudos experimentais em ratos com DM2 induzida, nos quais a suplementacdo melhorou a
secrecdo e sensibilidade a insulina, perfil lipidico e estado inflamatério (IGE; AJAYI,
ADEWOYE, 2018; MORAKINYO; SAMUEL; ADEKUNBI, 2018). Morakinyo, Samuel e
Adekunbi (2018) mostraram também que ratos suplementados com magnésio melhoraram a

translocacdo do GLUT4 e, em consequéncia, o controle metabolico.
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Evidéncias prévias apontam ainda para a associa¢do inversa entre a ingestdo de
magnésio e o risco de DM2 (DONG et al., 2011; HRUBY et al., 2014). Em individuos com a
doenca ja instalada é prevalente a reduzida ingestdo de magnésio e hipomagnesemia, em
especial, naqueles com controle glicémico deficiente (BARBAGALLO; DOMINGUEZ, 2015;
SALESetal., 2011; SAMPAIO et al., 2014). Somada a baixa ingestdo, a reduzida concentracao
plasmatica de magnésio pode acarretar alteracbes no controle glicémico, visto a distribuicéo
corporal do mineral alterar a secre¢do e acdo da insulina (SALES et al., 2011).

Apesar disso, estudos de suplementacdo de magnésio ainda sdo controversos quanto
ao efeito dessa intervencao no controle glicémico. Alguns estudos mostraram efeitos positivos
da suplementacdo de magnésio na reducdo da glicemia, do %HbALc e aumento da sensibilidade
a insulina (PAOLISSO et al., 1989, 1994; RODRIGUEZ-MORAN; GUERRERO-ROMERO,
2003; SOLATI et al., 2014). No entanto, outros estudos ndo observaram tais efeitos, o que pode
ser devido ao fato dos individuos apresentarem normomagnesemia, bem como o tempo de
suplementacdo e o reduzido numero de participantes avaliados (EIBL et al., 1995;
GULLESTAD; JACOBSEN; DOLVA, 1994; LIMA et al., 1998; NAVARRETE-CORTES et
al., 2014; PURVIS et al., 1994; VALK et al., 1998). Estudos de meta-analise foram capazes de
mostrar o efeito da suplementacdo de magnésio na reducdo da glicose em jejum (SONG et al.,
2006; VERONESE et al., 2016).

A participacdo do magnésio no controle glicémico se da pela sua acdo como cofator
em diversas enzimas no metabolismo da glicose, pois 0 magnésio se liga a molécula de ATP,
formando o complexo Mg-ATP para atuar nas rea¢des de transferéncia de fosfato (DONG et
al., 2011; SALES et al., 2011; VERONESE et al., 2016). Desse modo, 0 magnésio participa da
auto fosforilagdo da subunidade B dos receptores de insulina, proliferacdo e manuteng¢do das
células P pancreaticas, atividade das enzimas tirosinas quinases, além da estimulagao de proteinas
e substratos da cascata de sinalizagdo da insulina (HRUBY et al., 2014; SALES et al., 2011).

A maior ingestdo de célcio e potassio também esté associada com a reducédo do risco
de desenvolvimento de DM2 (CHATTERJEE et al., 2015; VILLEGAS et al., 2009), em
virtude da acdo conjunta desses minerais no processo de liberacdo da insulina (FU;
GILBERT; LIU, 2013). No interior das células B pancreéticas, o fechamento dos canais de
potassio sensiveis ao ATP acarretam a despolarizacdo da membrana plasmatica e consequente
abertura dos canais de Ca?*, permitindo influxo de calcio para dentro das células e a liberagéo
de insulina (BONFANTI et al., 2015; FU; GILBERT; LIU, 2013).

Em modelos animais é possivel observar ainda o papel fundamental do calcio no

controle de peso corporal e, consequentemente, na manutencdo da sensibilidade a insulina no
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tecido adiposo. O célcio dietético induz a supressao de calcitriol, resultando na reducdo da
lipogénese e aumento da lipolise. Além disso, aumenta a expressao da proteina desacopladora
de adipdcitos 2 (UCP2), responsavel pelo transporte e oxidacdo do acido graxo mitocondrial,
reduzindo assim o armazenamento lipidico e a adiposidade (SHALILEH et al., 2010).

Poucos estudos exploram o efeito da ingestdo de calcio no controle glicEmico. Em
um estudo conduzido por oito semanas, a suplementacdo de 1500 mg por dia de calcio
melhorou a sensibilidade a insulina em individuos com DM2 (PIKILIDOU et al., 2009). No
entanto, a suplementagdo de 1000 mg de célcio por dia em individuos obesos sem diabetes
ndo apresentou efeitos sobre a sensibilidade a insulina ap6s 24 semanas de intervencao
(SHALILEH et al., 2010).

Além disso, a ingestdo de magnésio parece exercer efeito sobre a associacdo da
ingestdo de calcio e o controle glicémico, apresentando-se como fator de confusdo, com alta
correlagdo com o calcio (DONG; QIN, 2012; VAN DAM et al., 2006). Nota-se ainda a relagdo
entre a ingestdo de calcio e vitamina D, sendo observada interacdo conjunta desses nutrientes
na reducdo dos valores de glicose de jejum, insulina e %HbAlc (SANTOS et al., 2018).

A relacdo entre a ingestdo de potassio e as variaveis de controle glicémico em
individuos com DM2 ndo é amplamente abordada na literatura. A menor ingestao de potassio
apresenta associacdo significativa com reducdo da sensibilidade a insulina e aumento
compensatdrio na sua secrecdo, da mesma forma que a reduzida concentracdo sérica de
potassio (CHATTERJEE et al., 2015), tal como, com o risco de desenvolvimento de DM2
(CHATTERIJEE et al., 2010, 2012).

Em geral, é possivel observar a caréncia de estudos que avaliem a ingestdo
concomitante de nutrientes e as variaveis do metabolismo glicémico em individuos com DM2,
em especial, quanto aos minerais zinco, potassio, calcio e magnésio, tornando importantes 0s
resultados desse estudo para avaliacdo global da ingestdo alimentar nessa populacdo. Ainda, é
importante salientar que a avaliagdo dessa relacdo é simples e de baixo custo, pois 0 %HbAlc
é rotineiramente avaliado em individuos com DM2, além de ser considerado o padrdo ouro de
avaliacdo do controle glicémico.

A analise da ingestao alimentar por meio de recordatorios alimentares de 24 horas pode
apresentar algumas limitagdes, visto que o método é dependente da capacidade do individuo em
relatar com precisdo os alimentos consumidos e suas respectivas por¢cbes (MCCRORY;
HAJDUK; ROBERTS, 2002). Além disso, o sub-relato é uma pratica comumente observada em
individuos com obesidade, que pode afetar a estimativa da ingestdo de nutrientes e, em

decorréncia, prejudicar a avaliacdo da relacéo nutriente e doenca (BECKER; WELTEN, 2001,
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MIRMIRAN; ESMAILLZADEH; AZIZl, 2006). Essas limitagdes, no entanto, foram
amenizadas por meio do célculo da variabilidade intra e interindividual, em conjunto com o
ajuste da ingestdo dos micronutrientes pela energia.

Ademais, a avaliacdo alimentar esta sujeita aos dados de tabelas de composicéo de
alimentos, nas quais a composi¢do nutricional dos alimentos pode diferir a depender da
localidade de producdo. Portanto, analogo ao presente trabalho, a utilizacdo de tabelas de
composicao de alimentos especificas a regido ou pais do estudo podem amenizar essa limitacéo.

Além disso, 0 ndo alcance do nimero amostral calculado apresenta-se como limitacdo
da casuistica desse estudo. Ressalta-se que esses dados serdo complementados com novas
coletas para obtencdo do nimero de participantes estimado pelo céalculo amostral.

Diante disso, estudos dessa natureza que visam o entendimento das intera¢Ges entre 0s
genes de proteinas envolvidas na biodisponibilidade de minerais importantes na homeostase da
glicose sdo imprescindiveis para o desenvolvimento de estratégias de tratamento que minimizem
as complicacGes associadas ao DM2, favorecendo a melhora na qualidade de vida dessa

populacéo.
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7 CONCLUSAO

O SNP rs11558471 no gene do ZnT8 néo se relacionou com o estado nutricional
relativo ao zinco e com as variaveis de controle glicémico em individuos com DM2. No entanto,
a fungdo das células B pancreaticas foi associada com as variagdes do SNP estudado. Ainda, o
gendtipo AA (alelo de risco) mostrou-se preditor de alteragdes no %HbALc.

Além disso, a inadequada ingestdo concomitante de zinco, potassio, calcio e magnésio
relacionou-se com o controle glicémico deficiente em individuos com DM2, sendo a ingestdo

dos minerais magnésio e potassio preditora da reducdo do %HbAlc.
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APENDICE A - QUESTIONARIO SOCIOECONOMICO E DE ANAMNESE
NUTRICIONAL

Data de aplicacao: / /

1. DADOS PESSOAIS

Nome:

Data de nascimento: / / Naturalidade:

Estado civil: Profissao:

Endereco:
Bairro: Cidade:

Telefone residencial: () Celular: ()

E-mail:

2. DADOS SOCIOECONOMICOS

Escolaridade:

Renda familiar (salario minimo): ( )1a3 ()4a7 ()8a9 ( )>10
Total de moradores na residéncia:

3. ANAMNESE CLINICA

Diagnostico médico: Tempo de diagnostico:

Faz uso de insulina: () sim ( ) ndo. Tempo?

Qual tipo: Posologia:

Glicemia:

Tratamentos adotados
L1 Dieta L1 Dieta + Insulina L Dieta + Hipoglicemiante oral
[] Outros:

Sintomas recorrentes

( ) Nauseas ( ) Vomito ( ) Polifagia ( ) Poliaria ( ) Polidpsia ( ) Constipacédo
( ) Diarreia ( ) Flatuléncia ( ) Azia

Pressdo Arterial: X mmHg

Faz uso de medicamentos: ( ) sim ( ) ndo. Tempo?
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Quais?

Faz uso de suplementos alimentares: ( ) sim ( ) néo.

Quais?

Presenca de doencas: () sim ( ) ndo. Quais?

( ) Diabetes ( ) Hipertensdo ( ) Obesidade ( ) Doenca cardiovascular () Problemas
circulatérios ( ) Hipercolesterolemia ( ) Gastrite ( ) Cancer ( ) Disfuncdes tireoidianas
() Artrite reumatoide ( ) Doenca renal crénica ( ) Processo infeccioso ( ) Processo
inflamatorio agudo

Outras:

Historico Familiar:

( ) Diabetes ( ) Hipertensdo ( ) Obesidade ( ) Doenga cardiovascular () Gastrite
( ) Problemas circulatérios () Hipercolesterolemia ( ) Refluxo ( ) Ulcera () Céncer
() Doenca tireoidiana () Depressao

Qutras:

InformagGes adicionais:

4. ESTILO DE VIDA

Fumante: ( ) sim ( ) ndo. Ha quanto tempo?

Ex fumante: ( ) sim () ndo. H& quanto tempo parou?

Alcoolismo: () sim ( ) ndo. Quanto? Frequéncia:
Atividade fisica: ( ) sim ( ) ndo. Frequéncia: Tipo:
Duracao:

5. ANTROPOMETRIA
Peso (kg): Estatura (m): IMC (kg/m?):
CC (cm): %G:

Peso de Gordura (kg): Peso de Massa Magra (kg):
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APENDICE B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE (CCBS)
DEPARTAMENTO DE NUTRICAO (DNUT)

(Via do Voluntério)

Nome:

Documento de Identidade N° Data de Nascimento: / /
Endereco

Bairro: Cidade: UF: CEP:

Contatos:

O Senhor (a) estd convidado a participar da pesquisa “Influéncia de variagdes
genéticas em genes de enzimas antioxidantes e do transportador de zinco-8 no estado
nutricional relativo ao zinco e selénio e nos marcadores metabolicos em pacientes com
diabetes mellitus tipo 2”, cujo objetivo principal é esclarecer a participagdo de minerais
(zinco e selénio) na protecdo do seu corpo, caso exista alguma alteracdo no seu DNA. Esta
pesquisa estd sendo coordenada pela Profa. Dra. Liliane Viana Pires, do Departamento de
Nutri¢do da Universidade Federal de Sergipe.

Caso aceite, a sua participacao se dara da seguinte forma: o Sr.(a) passara por uma
avaliacdo do peso, altura, medida da circunferéncia da cintura e da quantidade de gordura
corporal em relacdo ao seu peso. Além disso, sera solicitado que o Sr.(a) faga uma coleta de
urina de 24 horas para avaliarmos as quantidades dos minerais (zinco e selénio) que o Sr. (a)
estd eliminando pela urina. Também solicitaremos que o Sr. (a) compareca em jejum de 10
horas no dia marcado para que seja colhido 15 mL do seu sangue. Ressaltamos que serdo
utilizadas seringas e agulhas estéreis e descartaveis, e que o risco é considerado minimo, pelo
desconforto da dor local e do jejum. Para contornar este risco, providenciaremos um
profissional competente e lanche para logo apds a coleta do sangue. Avaliaremos o seu DNA
para saber se existem alteracdes que possam influenciar nas quantidades dos minerais zinco
e selénio no seu corpo, do horménio insulina, de acucar e de gorduras presentes no seu
sangue. O material obtido do seu sangue sera utilizado somente para os fins do objetivo desta
pesquisa. Também avaliaremos a sua ingestdo de alimentos por meio de recordatorios
alimentares de 24 horas, que consistem em perguntar o que o Sr.(a) comeu no dia anterior a

entrevista. Estas perguntas sobre sua alimentacdo serdo feitas também em outros dois dias
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por telefone, caso o Sr.(a) aceite.

Tanto o Sr. (a) quanto os demais voluntarios receberdo todas as orientacGes necessarias
para a realizagdo da pesquisa. Além disso, é seu direito saber informagdes sobre 0 andamento
da pesquisa, procedimentos utilizados, riscos e beneficios relacionados a esta pesquisa, em
qualquer fase do estudo, a fim de esclarecer eventuais davidas. O Sr.(a) também recebera os
resultados das analises realizadas.

Os resultados desta pesquisa poderdo trazer beneficios direto para a populagdo com
diabetes mellitus tipo 2, pois existem estudos que mostram que 0S minerais zinco e selénio
ajudam na manutencdo de algumas funcGes do organismo. O Sr.(a) recebera orientacdes
nutricionais, visando a melhoria na ingestdo alimentar de zinco e selénio, pois esses nutrientes
contribuem para o bom funcionamento do seu corpo. Além disso, conhecer se existe ou nao
alteracbes no DNA, ajudard a elaborar formas para que sua alimentacdo promova maior
protecdo ao seu organismo. A participacdo tanto dos voluntérios com diabetes mellitus tipo 2
guanto dos voluntéarios sem a doenca sera de grande importancia para 0 maior conhecimento
da doenca e do seu tratamento nutricional.

A sua decisdo de participar € livre, ndo havera despesa financeira para o Senhor (a)

e também ndo havera pagamento para participar da pesquisa. Deve ser ressaltado que a sua
participagdo na pesquisa podera ser desfeita em qualquer momento que achar conveniente,
ndo havera prejuizo para o Senhor (a), mesmo depois de aceito e assinado o termo.
Ressaltamos que todos os seus direitos serdo preservados.

Ao fazer as analises dos resultados, 0s nomes dos participantes serdo substituidos
por nimeros, ou seja, ndo haverd divulgacdo dos nomes e o sigilo serd mantido.

Qualquer duvida a respeito da pesquisa, 0 senhor (a) podera entrar em contato com
as pesquisadoras Paula Nascimento Brand&do Lima no email: paulanblima@gmail.com ou
telefone: (79) 99126-5535; Gabrielli Barbosa de Carvalho no email:
gabicarvalho_31@hotmail.com ou telefone: (79) 99198-8652; e com a coordenadora da
pesquisa: Liliane Viana Pires no email: Ivianapires@gmail.com ou telefone: (79) 99155-
1300. Também no endereco a seguir: Departamento de Nutri¢do - Universidade Federal de
Sergipe - Cidade Universitaria “Prof. José Aloisio de Campos”: Av. Marechal Rondon, s/n
Jardim Rosa Elze - CEP 49100-000 - S&o Cristovao/SE.

Caso seja observado qualquer risco ou danos significativos aos participantes da

pesquisa, este estudo sera imediatamente suspenso.


mailto:paulanblima@gmail.com
mailto:gabicarvalho_31@hotmail.com
mailto:lvianapires@gmail.com
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CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO |

Declaro que, apds convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o

que me foi explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa.

(SE), de de

Assinatura do pesquisador

Assinatura do sujeito de pesquisa ou _
(carimbo ou nome legivel)

responsavel legal

Para qualquer questdo, davida, esclarecimento ou reclamacdo sobre aspectos éticos dessa
pesquisa, favor entrar em contato com: Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal
de Sergipe — Rua Claudio Batista s/n° — Bairro: Sanatorio — Aracaju/SE — CEP: 49.060-110/

Telefone: (79)2105-1805/e-mail: cephu@ufs.br.


mailto:cepfcf@usp.br
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE (CCBS)
DEPARTAMENTO DE NUTRICAO (DNUT)

(Via do Pesquisador)

Nome:

Documento de Identidade N° Data de Nascimento: / /
Endereco

Bairro: Cidade: UF: CEP:

Contatos:

O Senhor (a) estd convidado a participar da pesquisa “Influéncia de variagdes
genéticas em genes de enzimas antioxidantes e do transportador de zinco-8 no estado
nutricional relativo ao zinco e selénio e nos marcadores metabolicos em pacientes com
diabetes mellitus tipo 2”, cujo objetivo principal é esclarecer a participagdo de minerais
(zinco e selénio) na protecdo do seu corpo, caso exista alguma alteracdo no seu DNA. Esta
pesquisa estd sendo coordenada pela Profa. Dra. Liliane Viana Pires, do Departamento de
Nutricdo da Universidade Federal de Sergipe.

Caso aceite, a sua participacao se dara da seguinte forma: o Sr.(a) passara por uma
avaliagcdo do peso, altura, medida da circunferéncia da cintura e da quantidade de gordura
corporal em relacdo ao seu peso. Além disso, sera solicitado que o Sr.(a) faga uma coleta de
urina de 24 horas para avaliarmos as quantidades dos minerais (zinco e selénio) que o Sr. (a)
esta eliminando pela urina. Também solicitaremos que o Sr. (a) compareca em jejum de 10
horas no dia marcado para que seja colhido 15 mL do seu sangue. Ressaltamos que serdo
utilizadas seringas e agulhas estéreis e descartaveis, e que o risco é considerado minimo, pelo
desconforto da dor local e do jejum. Para contornar este risco, providenciaremos um
profissional competente e lanche para logo apds a coleta do sangue. Avaliaremos o seu DNA
para saber se existem alteracdes que possam influenciar nas quantidades dos minerais zinco
e selénio no seu corpo, do horménio insulina, de agucar e de gorduras presentes no seu
sangue. O material obtido do seu sangue sera utilizado somente para os fins do objetivo desta
pesquisa. Também avaliaremos a sua ingestdo de alimentos por meio de recordatorios
alimentares de 24 horas, que consistem em perguntar o que o Sr.(a) comeu no dia anterior a
entrevista. Estas perguntas sobre sua alimentacdo serdo feitas também em outros dois dias
por telefone, caso o Sr.(a) aceite.

Tanto o Sr. (a) quanto os demais voluntarios receberdo todas as orientacGes necessarias
para a realizagdo da pesquisa. Além disso, é seu direito saber informagdes sobre 0 andamento

da pesquisa, procedimentos utilizados, riscos e beneficios relacionados a esta pesquisa, em
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qualquer fase do estudo, a fim de esclarecer eventuais davidas. O Sr.(a) também recebera os
resultados das analises realizadas.

Os resultados desta pesquisa poderdo trazer beneficios direto para a populagdo com
diabetes mellitus tipo 2, pois existem estudos que mostram que 0S minerais zinco e selénio
ajudam na manutencdo de algumas funcBGes do organismo. O Sr.(a) recebera orientacdes
nutricionais, visando a melhoria na ingestdo alimentar de zinco e selénio, pois esses nutrientes
contribuem para o bom funcionamento do seu corpo. Além disso, conhecer se existe ou nao
alteracBes no DNA, ajudard a elaborar formas para que sua alimentacdo promova maior
protecdo ao seu organismo. A participacdo tanto dos voluntarios com diabetes mellitus tipo 2
quanto dos voluntérios sem a doenca sera de grande importancia para 0 maior conhecimento
da doenca e do seu tratamento nutricional.

A sua decisdo de participar € livre, ndo havera despesa financeira para o Senhor (a)

e também ndo haveréa pagamento para participar da pesquisa. Deve ser ressaltado que a sua
participacao na pesquisa podera ser desfeita em qualquer momento que achar conveniente,
ndo havera prejuizo para o Senhor (a), mesmo depois de aceito e assinado o termo.
Ressaltamos que todos os seus direitos serdo preservados.

Ao fazer as analises dos resultados, 0s nomes dos participantes serdo substituidos
por nimeros, ou seja, ndo haverd divulgacdo dos nomes e o sigilo serd mantido.

Qualquer duvida a respeito da pesquisa, o senhor (a) podera entrar em contato com
as pesquisadoras Paula Nascimento Branddo Lima no email: paulanblima@gmail.com ou
telefone: (79) 99126-5535; Gabrielli Barbosa de Carvalho no email:
gabicarvalho_31@hotmail.com ou telefone: (79) 99198-8652; e com a coordenadora da
pesquisa: Liliane Viana Pires no email: Ivianapires@gmail.com ou telefone: (79) 99155-
1300. Também no endereco a seguir: Departamento de Nutri¢do - Universidade Federal de
Sergipe - Cidade Universitaria “Prof. José Aloisio de Campos”: Av. Marechal Rondon, s/n
Jardim Rosa Elze - CEP 49100-000 - S&o Cristovao/SE.

Caso seja observado qualquer risco ou danos significativos aos participantes da

pesquisa, este estudo sera imediatamente suspenso.


mailto:paulanblima@gmail.com
mailto:gabicarvalho_31@hotmail.com
mailto:lvianapires@gmail.com
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| CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO |

Declaro que, apds convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que

me foi explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa.

(SE), de de
Assinatura do sujeito de pesquisa ou Assinatura do pesquisador
responsavel legal (carimbo ou nome legivel)

Para qualquer questdo, davida, esclarecimento ou reclamacdo sobre aspectos éticos dessa
pesquisa, favor entrar em contato com: Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal
de Sergipe — Rua Claudio Batista s/n° — Bairro: Sanatorio — Aracaju/SE — CEP: 49.060-110/

Telefone: (79)2105-1805/e-mail: cephu@ufs.br.


mailto:cepfcf@usp.br
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APENDICE C - INSTRUMENTO DE AVALIACAO DO CONSUMO ALIMENTAR

Avaliador:

/

Participante:

RECORDATORIO 24 HORAS

Horéario / Local Alimentos Consumidos

Medidas caseiras

Energia Total:
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ANEXO A — APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

HOSPITAL UNIVERSITARIO DE
ARACAJU/ UNIVERSIDADE W““‘
FEDERAL DE SERGIPE/ HU-

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Influéncia de variacdes genéticas em genes de enzimas antioxidantes e do
transportador de zinco-8 no estado nutricional relativo ao zinco e selénio e nos
marcadores metabdlicos em pacientes com diabetes mellitus tipo 2

Pesquisador: LILIANE VIANA PIRES

Area Tematica:

Versio: 2

CAAE: 51413715.8.0000.5546

Institui¢do Proponente: FUNDACAO UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE

Patrocinador Principal: CNPQ
DADOS DO PARECER
Numero do Parecer: 1.370.831

Apresentagio do Projeto:

O projeto pertence ao programa de Pas Graduac@o em Ciéncias da Saldde da UFS e pretende

compreender a atividade biolégica do zinco e selénio em humanos portadores de doencas crénicas ndo
transmissiveis, como a diabetes mellitus. Esta doenca tem relagdo com o estresse oxidativo, gerado pela
hiperglicemia. Enzimas antioxidantes, como a superdxido dismutase(dependente de zinco), e a glutationa
peroxidase (dependente de selénio), estdo implicadas na reducdo do estresse oxidativo. tendo em vista que,
alteracdes no transporte de zinco (ZnT8) para as celulas do pancreas podem comprometer o controle
glicémico de individuos com diabetes, por deficiéncia na sintese, secrecdo e armazenamento de insulina,
serao estudados os polimorfismos de nuclectideo anico (SNF), em genes que codificam as proteinas

citadas.

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar a influéncia dos SNPs rs2234694 no gene da SOD1 e rs11558471, no gene do transportador de
zinco (ZnT8); e rs1050450 no gene da GPx1 sobre o estado nutricional relativo ao zinco e selénio,
respectivamente, na atividade de enzimas antioxidantes (SOD e GPx) e nos marcadores metabdlicos em

pacientes com diabetes mellitus tipo 2.

Enderego: Rua Claudio Batista s/n®

Bairro: Sanatdrio CEP: 49.060-110
UF: 3E Municipio: ARACAJU
Telefone: (79)2105-1805 E-mail: cephu@uis.br
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HOSPITAL UNIVERSITARIO DE
ARACAJU/ UNIVERSIDADE QW“‘“
FEDERAL DE SERGIPE/ HU-

Continuagio do Parecer: 1.370.831

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

O risco é considerado minimo, pela desconforto da dor local, e do jejum, para contornar este risco,
providenciaremos um profissional competente, e lanche para logo apds a coleta do sangue.
Beneficios:

O beneficio direto para a populagdo com diabetes tipo 2, serd a melhoria das funcfes

organicas por meio da crientacdo alimentar, pricrizando a acdo dos minerais que exercem um efeito protetor
sobre o organismo, equilibrando e contribuindo para o bom funcionamento do mesmo. E o beneficio indireto
sera um melhor controle da doenca, pelo conhecimento da presenca de polimorfismos, em genes
responsaveis para manuten¢do do sistema de defesa antioxidante.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

E uma Pesquisa relevante, com estudo transversal envolvendo 100 participantes com Diabetes e 100
controles, que serdo submetidos a uma coleta de sangue e de urina de 24h, além da avaliacdo
antropométrica e do consumo alimentar de zinco, selénio e macronutrientes. A avaliacdo antropométrica
contara com determinacdo da composicdo corporal,.e das afericdes de peso, estatura, circunferéncia da
cintura e bioimpedancia. As informacgdes sobre o consumo alimentar serdo obtidas por meio de recordatorio
alimentar de 3 dias, destes, um dia referente ao final de semana. Também sera realizada a coleta do
material bicldgico para caracterizar os pacientes com diabetes mellitus tipo 2, quanto a presenca dos
polimorfismos:rs2234694;rs1050450;rs1155847 1.0 estado nutricional relativo ao zinco e selénio,as enzimas
antioxiidantes (SOD e GPX), a concentracio de insulina,os marcadores glicémicos e do perfil lipidico serdo
estudados.

Consideragoes scbre os Termos de apresentagao cbrigatoria:
Termos adequados.

Recomendagoes:
N&o se aplicam.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
N&o se aplicam.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
Tipo Documento Arquivo Postagem Autor |Situac§c ‘

Enderego: Rua Claudio Batista s/in®

Bairro: Sanatorio CEP: 49.060-110
UF: 5E Municipio: ARACAJU
Telefone: (79)2105-1505 E-mail: cephu@ufs.br
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HOSPITAL UNIVERSITARIO DE
ARACAJU/ UNIVERSIDADE
FEDERAL DE SERGIPE/ HU-

Continuagae do Parecer 1.370.831

Rpran

mo

Informacbes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 10122015 Aceito

do Projeto ROJETO_ 416641 pdf 17:20:549

Qutros Carta_ao_CEP_Dezembro_2015_ pdf 101212015 |LILIANE VIANA Aceito

17:20:39 |PIRES

TCLE / Termos de | TCLE_Instrumento_Projeto_Universal_2| 10M12/2015 |LILIANE VIANA Aceito

Assentimenio / 015_Reestruturado. pdf 171914 |PIRES

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado / |PROJETO_DETALHADO_CEP_UNIVE | 27/M11/2015 |LILIANE VIANA Aceito

Brochura RSAL_2015 pdf 17:26:40 |PIRES

Investigadaor

TCLE / Termos de | TCLE_Instrumento_Projeto_Universal_2| 27/M11/2015 |LILIANE VIANA Aceito

Assentimenio / 015 pdf 134146 |PIRES

Justificativa de

Auséncia

Declaracdo de Carta_de_colaboracao_Paula_2015.pdf | 25/M1/2015 |LILIANE VIANA Aceito

Pesquisadores 13:50:45 |PIRES

Folha de Rosto Folha_de_Rosto_Projeto_Universal_201| 24/11/2015 |LILIANE VIANA Aceito
5_Lilliane pdf 08:28:23 |PIRES

Declaracdo de Carta_de_colaboracao_Lorena_2015.pd| 24/M11/2015 [LILIANE VIANA Aceito

Pesguisadores f 092014 |[PIRES

Declaracdo de Carta_de_colaboracao_Gabi_2015. pdf 24/11/2015 |LILIANE VIANA Aceito

Pesguisadores 092000 [PIRES

Declaracdo do TermosDeConcessao_UNNVERSAL_201| 23M11/2015 |LILIANE VIANA Aceito

Patrocinador 5 pdf 15:59:40 |PIRES

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagio da CONEP:

Nio

Enderego: Rua Claudio
Bairro: Sanatoric

UF: 3E
Telefome:

ARACAJU, 16 de Dezembro de 2015

Assinado por:

Anita Herminia Oliveira Souza

(Coordenador)

Batista s/n®
CEP: 45060-110

Municipio: ARACAJL
(7TE)2105-1805

E-mail:

cephu@ufs.br
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ANEXO B - ARTIGO PUBLICADO (PRODUCAO DA DISSERTACAO)
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Zinc’s role in the glycemic control of patients with type 2
diabetes: a systematic review

Gabrielli Barbosa de Carvalho + Paula Nascimento Brandao-Lima - Carla Soraya Costa Maia -
Kiriaque Barra Ferreira Barbosa - Liliane Viana Pires

Received: 26 December 2016/ Accepted: 22 January 2017
© Springer Science+Business Media New York 2017



