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RESUMO

GABRIELLLI, Aline Brazdo. Influéncia da ancestralidade genética na distribuicao de
alelos e haplotipos HLA -DR e -DQ em uma amostra de pacientes com Diabetes Mellitus
Tipo 1. 2015. 122 f. Dissertacdo (Mestrado em Biologia Humana e Experimental) - Instituto
de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2015.

E irrefutdvel a influéncia do antigeno leucocitario humano classe Il DR-DQ na
deflagracdo do diabetes mellitus tipo 1. Entretanto, a frequéncia dos alelos e haplétipos
ligados a doenca e o seu respectivo efeito pode ser distinto entre os diferentes grupos étnicos e
regides geograficas. Estudos em populacdes miscigenadas ou ndo caucasianas sdo escassos €
esbarram com a estratificagdo populacional inadequada, gerando associagdes espdrias. Diante
disto, este estudo buscou investigar a partir da ancestralidade genémica a distribuicdo dos
haplétipos HLA-DRBL1, -DQAL e -DQBL1 dentro dos grupos étnicos observados na populagéo
brasileira. A ancestralidade genémica de 972 pacientes DM1 de diferentes regides do pais foi
estimada utilizando 46 marcadores informativos de ancestralidade (AIMs), destes, 479 tiveram
os loci HLA de classe Il tipificados. Com a inferéncia da ancestralidade foi possivel observar
que a populacdo analisada ndo seria estratificada corretamente utilizando apenas a
autodeclaracdo étnica. Em todo o pais houve predominancia de ancestralidade europeia com
algumas diferengas regionais. Néo foi possivel visualizar diferengas nas frequéncias dos
haplotipos HLA entre os grupos étnicos, mas verificamos diferencas relevantes quanto a
diversidade de alelos entre os grupos, a presenca de individuos heterozigotos DR3/DR4 e
influéncia da origem étnica do haplotipo e efeito relacionado ao mesmo na idade ao
diagndstico. Na populacdo DML brasileira a presenca de haplétipos de protecdo foi maior do
que o esperado (28%), destes, 41% foi encontrado no grupo caucasiano. A presenca de
hapldtipos de prote¢do pode justificar a média de idade ao diagndstico mais elevada observada
na nossa populacdo quando comparada aos achados da populacdo americana. Estes dados
ajudam a compreender a variacdo genética presente na populacdo brasileira e também as
diferencas observadas na apresentacao clinica do DM1 em diferentes grupos étnicos.

Palavras-chave: Diabetes Mellitus tipo 1. Ancestralidade genética. HLA. Antigeno

Leucocitario Humano. Populacdo miscigenada. AIM-Indels.



ABSTRACT

GABRIELLLI, Aline Brazédo. Influence of genetic ancestry in the distribution of alleles and
haplotypes HLA-DR and -DQ in a sample of patients with type 1 diabetes. 2015. 122 f.
Dissertacdo (Mestrado em Biologia Humana e Experimental) - Instituto de Biologia Roberto
Alcéantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

It is undeniable the influence of human leukocyte antigen class Il DR-DQ in the
outbreak of type 1 diabetes mellitus. However, the frequency of alleles and haplotypes
associated with the disease and their respective effect is diversified among different ethnic
groups and geographic regions. Studies in admixed or not Caucasian populations are scarce
and face inadequate population stratification, generating spurious associations. In view of this,
this study aimed to investigate the genetic ancestry from the distribution of HLA-DRB1, -
DQAL -DQB1 and within ethnic groups observed in the Brazilian population. The genetic
ancestry of 972 DML1 patients from different regions of the country was estimated using 46
informative markers of ancestry (AIMs), of whom 479 had the HLA class Il loci typed. With
the inference of ancestry was observed that the study sample was not properly stratified using
the ethnic self-declaration only. Across the country there was a predominance of European
ancestry with some regional differences. It was not possible to see differences in the
frequencies of HLA haplotypes between ethnic groups, but we found significant differences in
the diversity of alleles between groups, the presence of heterozygotes DR3 / DR4 and
influence of ethnic origin of haplotype and related effects even at the age diagnosis. In the
DM1 Brazilian population the presence of protective haplotypes was higher than expected
(28%), of these, 41% was found in the Caucasian group. The presence of protective
haplotypes can justify the average age at diagnosis higher observed in our population when
compared to the findings of the American population. These data help us understand the
genetic variation present in the brazilian population and also the differences in the clinical
presentation of type 1 diabetes in different ethnic groups.

Keywords: Diabetes type 1. Genetic ancestry. HLA. Human Leukocyte Antigen.
Mixed population. Ancestry. AIM-Indels.
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INTRODUCAO

Alelos de genes do Antigeno leucocitario humano (HLA) foram os primeiros a serem
relacionados geneticamente a pré-disposicéo ou protecdo para o desenvolvimento do Diabetes
Mellitus Tipo 1 (DM1). Sabe-se que a distribuicdo mundial do DML e a frequéncia dos alelos
HLA variam de acordo com a etnia e localiza¢do geografica. Estudos populacionais afirmam
que em populacdes caucasianas a doenga é muito mais comum que em outros grupos étnicos.
Entretanto, em outras etnias podem-se observar formas diferenciadas de evolucgédo da doenca.
Diante da miscigenacdo da populacdo brasileira, estudos de frequéncia alélica e associagdo
podem ter seus resultados mascarados por conta do viés que uma estratificacdo étnica
inconsistente pode trazer. Este estudo, portanto, propde uma analise das frequéncias de alelos
HLA em uma amostra de pacientes com DML caracterizados quanto ao seu perfil ancestral
através da analise de marcadores autossdmicos bi-alélicos de inser¢do e delecdo (AIM —

marcadores informativos de ancestralidade).

Epidemiologia

A epidemiologia do DML1 é conhecida por ser heterogénea em relacdo a geografia e
etnia. Ha& ampla variacdo na sua incidéncia em relacdo a distribuicdo geografica, refletindo as
diferencas observadas nas frequéncias alélicas de loci de susceptibilidade/protecdo nas
populacdes mundiais (Noble, et al. 2013). A generalizacdo de dados epidemioldgicos obtidos
sobre DML1 é considerada limitada, pois os estudos sdo realizados na maioria das vezes a
partir de diferentes métodos, tipos de registros e coortes. H4 também certa dificuldade em
diagnosticar com precisdo 0 DM1 o que pode resultar na inclusdo de pacientes com outras
formas de diabetes em alguns casos (Sandholzer, 2013).

O DM1 é a forma presente em aproximadamente 10% dos casos de diabetes e a
prevaléncia do DM1 na populacdo mundial esta estimada em cerca de 2-5% (Maahs, et al.
2010). Este tipo de diabetes representa ainda 85% (aproximadamente) de todos os casos de
diabetes em jovens com menos de 20 anos. Estima-se que 78.000 criancas desenvolvem

diabetes tipo 1 no mundo, anualmente. Nos Estados Unidos, cerca de 13.000 criangas sdo
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diagnosticadas por ano. Estima-se que sua incidéncia vem aumentando em até 5% ao ano e
dobrando a cada 20 anos (Daneman, 2006; Denes, et al. 2010; Rewers, 2012).

Muitos dados epidemiologicos sobre DM1 vieram de esforcos para criacdo de um
banco de dados padronizado em grandes projetos colaborativos como o EURODIAB,
DIAMOND e SEARCH. O EURODIAB abrangeu 17 paises da Europa durante o periodo de
1989 a 2003 registrou 29.311 novos casos de diabetes tipo 1 em criangas de até 15 anos
(Patterson, et al. 2009). O programa da Organizagdo Mundial de saude, DIAMOND ou
Projeto Multinacional de Diabetes na Infancia foi desenvolvido para investigar e caracterizar
a incidéncia global, a mortalidade e os cuidados de salde prestados aos pacientes. A taxa de
concordéncia entre esses dois projetos chega a mais de 90%. Infelizmente o DIAMOND néo
obteve boa abrangéncia na Africa, América Central e América do Sul. O SEARCH foi
realizado nos Estados Unidos e buscou identificar a incidéncia e a prevaléncia do diabetes em
jovens com < 20 anos, classificando-os por faixa etaria, sexo e raga/etnia. Paises em
desenvolvimento ainda possuem dados epidemioldgicos escassos sobre o DML1.

A incidéncia de diabetes tipo 1 pode apresentar fortes variacBes entre diferentes
regibes de muitos paises, como observado nos Estados Unidos, Roménia e Italia (lonescu-
Tirgoviste, et al. 2004) (Tabelas 1 e 2).

Tabela 1 — Incidéncia do DM1 a cada 100 mil habitantes ao ano e aumento anual com

intervalo de confianca de 95% em paises ndo Europeus

Pais Amostra Incidéncia AA
Austrélia Oeste 14,9 6,3 (2,11 - 10,50)
Austrélia Nova Gales do Sul 19,4 2,8(1,9-3,8)
Canada Ilha do Principe Eduardo 23,5 3,2 (-0,33 - 6,38)
Canada Montreal 9,3 1,6 (-0,67 - 3,82)
China Xangai 0,7 7,4 (2,3-125)
Israel Yemenite Jews 5 3,2 (2,51 -3,88)
Japéo Hokkaido 1,7 5,9 (4,14 - 7,63)
Nova Zelandia Auckland 10,1 6,4 (4,20 - 8,52)
Nova Zelandia Canterbury 12,7 2,7 (0,05 - 10,50)
Peru Lima 0,5 7,7(-1,0-16,4)
EUA Colorado 194 2,3(1,6-31)
EUA Havai 7,8 7,8 (1,8-14)9)
EUA Condado de Allegheny 14,7 1,5(0,21 - 2,83)
EUA Colorado 12,3 -0,2 (-2,52 - 2,19)

Nota: AA= aumento anual. Fonte: Adaptado de Thomas Frese and Hagen Sandholzer (2013).
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O minimo de casos observados ¢ >0,1/100.000 habitantes por ano na China e na
Venezuela, enquanto na Finlandia e na Sardenha a incidéncia chega a 52,6/100.000 e
49,3/100.000 habitantes, respectivamente.

Dados do CENSO-IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica) 2010 estimam
que o Brasil tenha aproximadamente 12.054.827 de diabéticos, considerando todas as formas
da doenca. A incidéncia do DM1 no Brasil é de 7,8 casos /100.000 habitantes ao ano, com
idade inferior a 20 anos. No pais também é possivel observar diferencas regionais marcantes.
Em Passo Fundo, no Rio Grande do Sul, por exemplo, a incidéncia é de 12,4 casos /100.000
habitantes ao ano. Presume-se que ocorram em torno de 312 novos casos por ano no Rio
Grande do Sul. Um estudo realizado em S&o Paulo com 469 pacientes revelou predominio de
casos em individuos autodeclarados brancos (81,2%), seguido de pardos (15,8%), negros
(2,3%) e asiaticos (0,6%) (Alves-Silva, et al. 2000). Entre os periodos de 1980-1990 e 1990-
2000 em Brasilia, houve um aumento de 3% ao ano na incidéncia do DM1. Nos anos 80, as
criancas mais jovens com diabetes tinham em média 12,5 anos de idade. Na década seguinte,
a média de idade passou para 11,5. Nos anos 2000, a média foi para 9,5 com o adendo de que
a Ultima década apresentou um segundo pico de incidéncia, que englobou criancas ainda mais

novas, na faixa de 2-4 anos (Castro, 2010).
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Tabela 2 — Incidéncia do DM1 a cada 100 mil habitantes ao ano e aumento anual com intervalo
de confianca de 95% em diferentes regies da Europa

Incidéncia

1989- 1999-
Pais Amostra 1993 2003 AA
Austria Nacional 9 13,3 43(3,3-5,3)
Bélgica Antuérpia 10,9 15,4 3,1(0,5-5,8)
Bosnia Tuzla canton 8,9 - 15 (6,0 - 25)
Croécia Duas Regides 6,9 - 9,0(58-12,2)
Republica Checa  Nacional 8,7 17,2 6,7 (5,9-7,5)
Dinamarca Nacional 22 - 34(19-5)0)
Estbnia Nacional 10,1 16,9 3,3 (n.s.)
Finalandia Duas Regides 39,9 52,6 2,7(1,4-4,0)
Alemanha Baden-Wirttemberg 13 15,5 3,7(2,9-4,5)
Alemanha Dusseldorf 12,5 18,3 4,7 (3,1-6,3)
Hungria 18 municipios 8,8 11,5 29(1,9-39)
Italia Sardenha 37,7 49,3 2,8(1,0-4,7)
Lituania Nacional 7,3 10,3 3,8(2,2-5,3)
Luxemburgo Nacional 11,4 15,5 2,4 (-1,4-6,3)
Malta n,s, 14,7 - 0,5(-2,1-3,2)
Montenegro Nacional 10,8 16,3 4,6 (0,4 -9,6)
Noruega 8 municipios 21,1 24,6 1,3(0,1-2,6)
Poldnia Ka-wice 52 13,3 9,3(7,8-10,8)
Roménia Bucareste 4,7 11,3 8,4 (5,8-11,0)
Eslovaquia Nacional 8,2 13,6 5,1(4,0-6,3)
Eslovénia Nacional 79 11,1 3,6(1,6-5,7)
Espanha Catalunha 12,4 13 0,6 (-0,4-0,6)
Suécia Estocolmo 25,8 34,6 3,3(2,0-4,6)
Reino Unido Irlanda do Norte 20 29,8 4,2 (3,0-5,5)
Reino Unido Yorkshire 17,1 22,4 2,2(1,1-3,4)
Reino Unido Oxford 16 23,3 3,6 (2,6 - 4,6)

Nota: AA= aumento anual.

Fonte: Adaptado de Thomas Frese and Hagen Sandholzer, 2013.

Diferente da maioria das doengas autoimunes, que afetam preferencialmente mulheres,

0 DM1 ocorre igualmente em ambos 0s sexos. Alguns achados particulares em paises de alta

incidéncia na Europa relatam maior nimero de casos em homens. Os Estados Unidos,

contrariamente, relata maior nimero de casos em mulheres (RR 1,028%; 1C95%, 1,025-

1,030) (Maabhs, et al. 2010). Ja foi visto também que apds a puberdade, 0 DM1 pode afetar

homens mais frequentemente que mulheres (Nystrom, et al. 1990). Em relacdo a etnia a

incidéncia, de acordo como estudo SEARCH, pode ser observada na tabela 3.
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Tabela 3 — Taxas de incidéncia (por 100 mil habitantes; 95% IC) no periodo de 2002 - 2005

por idade e etnia

. Idade
Raga/Etnia 0 -4 anos 5-9anos 10 - 14 anos 15 - 19 anos
Brancos 19,4 (17,8, 21,1) | 30,1 (28,1, 32,2) |32,9 (30,9, 35,0) {11,9 (10,8, 13,2)
Afro-americanos |12,0 (9,6, 14,8) |19,3 (16,3, 22,9) (21,3 (18,3, 24,8) |9,5 (7,4, 12,0)
Hispanicos 10,2 (8,3,12,6) |[18,2(15,5,21,3) |18,4 (15,6, 21,5) |8,7 (6,8, 11,1)

Fonte: adaptada de Maahs, 2010.

Em 2000, o projeto DIAMOND descreveu maior incidéncia de DML1 na faixa etaria de
10-14 anos de idade em 50 paises, com 119.164 casos de uma populacéo total de 75.100.000
criangas. Nos Estados Unidos a incidéncia foi maior nos grupos etarios de 5-9 anos (22,1) e
10-14 anos (25,9), enquanto nos grupos de 0-4 anos e de 15-19 anos a incidéncia foi
respectivamente de 14,3 e 13,1/100.000 habitantes. Segundo o EURODIAB, o nimero de
casos em faixas etdrias mais jovens vem aumentando consideravelmente, a0 passo que o
crescimento anual da incidéncia no grupo de 0-4 anos foi maior até mesmo que no grupo
frequentemente mais afetado, de 10-14 anos (0-4 anos (6,3%, 1C95% 1,5-8,5%); 05-09 anos
(3,1% IC 95% 1,5-4,8%); 10-14 anos (2,4% 1C95% 1,0-3,8%)). Essas taxas declinam apés a
puberdade e parecem estabilizar em jovens adultos 15-29 anos, apesar de um quarto dos
individuos com DM1 serem diagnosticados nesta faixa etaria (Sandholzer, 2013).

A variacdo global nos padrbes epidemioldgicos pode ser justificada por diversos
fatores de risco ja associados a0 DM1. E notével o crescente nimero de casos principalmente
nas faixas etarias mais jovens, o que resulta em individuos acometidos por comorbidades cada
vez mais precocemente. Estes dados enfatizam a necessidade de buscar informacdes que
auxiliem na elucidacdo do desenvolvimento do DM1, principalmente em populacdes nédo

europeias.

Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1)

O dibetes mellitus tipo 1 é uma doenca caracterizada pela destruicdo autoimune,
progressiva e seletiva das células- do pancreas. O pancreas ¢ uma glandula que apresenta

uma porcdo endocrina e outra exocrina. A porcdo enddcrina é composta por aglomerados



17

celulares de quatro tipos distintos (o, B, 6 ¢ PP - polipeptidio pancreatico), somando
aproximadamente de 300 mil a 1,5 milhdo de células, que formam as ilhotas de Langherans.
As células-B correspondem de 70 a 80% das células presentes nas ilhotas pancreaticas e sdo
responsaveis pela secrecdo de insulina (Hassan, et al. 2012).

A insulina é um hormoénio, armazenado em granulos no espaco intracelular das
células-p, responsavel pela reducdo dos niveis glicémicos. Em pacientes com diabetes
recentemente diagnosticados, € possivel visualizar, por microscopia eletronica, a
desgranulacdo gradual dessas células. A doenca torna-se sintomatica apenas depois da
destruicdo de aproximadamente 80% das células-f. Esse processo geralmente é lento e pode
se desenvolver durante anos (Fernandes, et al. 2005). A partir do quadro de insulite crénica
ha gradualmente reducdo do nimero de células secretoras de insulina que consequentemente
leva a hiperglicemia, 0 que aumenta o estresse oxidativo celular, conduzindo a inflamacéo
cronica e ao aumento do risco de desenvolver problemas secundarios de salde associados ao
diabetes (Denes, et al. 2010).

A histéria natural do DM1 inclui quatro estagios distintos:

I- Estagio pré-clinico: caracterizado pela autoimunidade dirigida contra as células-p, com
diminuicdo aguda e progressiva da resposta insulinica a glicose intravenosa ou oral;

[1- Inicio clinico do diabetes;

I11- Remisséo transitoria;

IV- Diabetes associado a complica¢fes agudas, cronicas e Obito;

Os fatores desencadeantes da patogenia no DM1 ainda sdo alvo constante de estudos
em diversos grupos de pesquisa no mundo. O DM1 é uma doenga multifatorial e o seu
desenvolvimento € influenciado por uma complexa interacdo entre fatores genéticos,

imunoldgicos e ambientais (Sesterheim, 2007; Brorsson, et al. 2011).

Fatores Imunologicos

O desenvolvimento da resposta autoimune no DM1 parece estar relacionado a uma
falha no processo de manutencdo da tolerancia a autoantigenos expressos pelas células-p.
Neste caso, ha a participagdo tanto da resposta imune celular (Linfocitos T CD4+, CD8+,
Linfocitos B e Células Apresentadoras de Antigeno (APC)) quanto da humoral

(autoanticorpos, citocinas pré-inflamatorias) (Fernandes, et al. 2005). Diversos estudos que
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visam elucidar os eventos imunoldgicos envolvidos na patogenia desta doenga, utilizam
modelos animais de camundongos NOD (“non-obese diabetic), pelo fato de desenvolverem
espontaneamente a doenca, mimetizando o processo patoldgico observado em humanos
(Balda; Pacheco-Silva 1999).

A agressdo inicial as células-p ¢ mediada pela imunidade celular, concebendo um
processo inflamatorio denominado insulite. Andlises imuno-histoquimicas, de tecido
pancreatico, revelam que os primeiros tipos celulares a infiltrarem as ilhotas de Langherans
sdo macrofagos e células dendriticas (Fernandes, et al. 2005; Sesterheim, 2007). A destruicdo
é mediada por uma variedade de citocinas liberadas por linfocitos T e B (Hassan, et al. 2012).
Os macrofagos ativados que infiltraram o tecido secretam citocinas que estimulam a ativacéo
e a migracdo de outras células. Linfocitos TCD4+ sdo ativados pela Interleucina-12 (IL-12)
(liberada previamente por macréfagos), e por sua vez, liberam Interleucina-2 (IL-2) e
Interferon Gama (INF-y) caracterizando uma resposta imune pro-inflamatéria do tipo Thl
(Kunz; Ibrahim. 2009).

A secrecdo de INF-y esta associada a hiperexpressdo de moléculas do complexo
principal de histocompatibilidade (MHC) classe | e 1l pelas células-B que estimula novamente
macrofagos a liberar desta vez Interleucina 1-f (IL1-B), Fator de Necrose Tumoral Alfa
(TNF-a) e radicais livres. O primeiro evento relacionado a quebra da tolerancia imunoldgica
no DM1 pode ser considerado a apresentacdo de auto antigenos de células-p pelas APCs,
presentes no microambiente inflamatorio, para as células TCD4+ (Fernandes, et al. 2005).
Durante todo esse processo, ocorre a marginacdo de linfocitos T CD8+ (citotoxicos), que
representam as células linfocitarias predominantes no processo de insulite. Os linfécitos
TCD8+ reconhecem peptideos préprios apresentados pelas moléculas MHC classe | e se
diferenciam em linfocitos T citotoxicos efetores. A destruicdo massiva das células-f ocorre
pela liberacdo de perforinas e granzimas apos a ligacdo Fas-FasL, ocasionando apoptose. Ao
longo do tempo, as células-f diminuem de numero consideravelmente e paralelamente a
intensidade do processo inflamatdrio é reduzida (Balda; Pacheco-Silva. 1999).

Os linfécitos B também participam do processo de autoimunidade no DM1, seja como
apresentadores de antigenos ou com o surgimento de linfécitos B autorreativos. Com a perda
dos mecanismos de tolerancia imunologica pelos linfocitos B, da-se inicio a diferenciacdo em
plasmocitos e a producdo de autoanticorpos capazes de fixar complemento contra
componentes das ilhotas pancreaticas. Esses anticorpos sao encontrados em ampla variedade
no soro de aproximadamente 50% de pacientes recém-diagnosticados com DM1. Tais

anticorpos tém sido utilizados frequentemente como marcadores da presenca de
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autoimunidade contra ilhotas pancreaticas, mas parecem ser a causa da lesdo de fato
(Sesterheim, 2007; Hassan, et al. 2012).

Fatores Ambientais

Relatos sobre a falta de total concordancia entre irmdos gémeos monozigoticos (30-

40%) reforcam as hipoteses de que o ambiente influencia na deflagracdo do DM1 (Pociot, et
al. 2010). Alguns dos agentes j& relacionados como fatores de risco para o desenvolvimento
do DML sdo: variacBes climaticas e geograficas, infeccdes virais, dieta infantil (introducéo
precoce de ingredientes do leite de vaca, cereais e gluten), superantigenos (bacterianos ou
virais), toxinas (pesticidas, nitratos), reduzido numero de infeccdes, deficiéncia na
suplementacdo de vitamina D, administracdo de vacinas e estresse emocional (Sesterheim,
2007; Brorsson, et al. 2010).
Alguns virus possuem tropismo pelas células-p, mas ndo sdo capazes de induzir uma lesdo
direta significativa. Infec¢bes virais estdo associadas, hipoteticamente, a uma resposta
autoimune ocasionada por um fendmeno denominado mimetismo molecular. Neste caso,
anticorpos e células T especificas para epitopos virais apresentam reacdo cruzada com as
células-B, devido a similaridade entre a sequéncia de aminoacidos virais e peptideos proprios
celulares (Couper, 2001; Fernandes, et al. 2005).

Mais de 10 virus ja foram apontados como possiveis responsaveis pelo
desencadeamento da autoimunidade no DM1 devido a similaridade da sequencia de
aminoéacidos virais com peptideos préprios. Em particular, os virus mais relacionados sdo:
Coxsackie B, Rotavirus e Citomegalovirus. Estudos realizados para deteccdo do RNA viral no
sangue periférico de pacientes diabéticos, recentemente diagnosticados, revelaram que cerca
de 40 a 60% desses pacientes possuem genoma viral de Coxsackie B4 ou B3 (Azambuja, et
al. 2010; Kanatsuna, et al. 2012). Kruger, et al (2011), sugerem que ap6s uma infeccéo viral,
o desenvolvimento do DM1 pode estar ligado ao microambiente pré-inflamatorio presente nas
ilhotas pancreaticas. Embora os mecanismos exatos que ligam as vias de sinalizacdo pro-
inflamatorias com a destruigdo das células B ainda sejam desconhecidos.

Atualmente, diversos estudos epigenéticos buscam verificar associagBes entre a
influéncia ambiental e genética na predisposicdo a doengas multifatoriais. Mecanismos

epigenéticos sao capazes de provocar alteragcdes na expressao génica sem provocar mutacoes,
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envolvendo a metilagdo do DNA, modificagdes em histonas e RNAs ndo codificantes. Tais
alteracdes podem influenciar na deflagracdo do DM1 e na predisposi¢do ao desenvolvimento
de complicacbes mais graves em resposta ao estresse hiperglicémico cronico em doencas
vasculares (Bell, et al. 2010).

Estudos de associacdo a escala epigenoma (EWAS), tem verificado variagcbes na
metilacdo de regides promotoras CpG de gémeos monozigoticos com DM1, sugerindo
variacOes epigenéticas mesmo na auséncia de heterogeneidade gendmica (Rakyan, et al.
2011). Miao et al 2008 (Miao, et al. 2008) identificou, em linfdcitos de pacientes com DML,
um aumento na metilacdo da regido promotora do gene CTLAA4 responsavel pela producédo de
uma proteina que transmite um sinal inibidor, regulando negativamente células T.

A participacdo de componentes ndo genéticos na suscetibilidade ao diabetes se
mantém indefinida, diante disso, diversos estudos que buscam associar variagdes epigenéticas
a etiologia do DM1 se mostram de suma importancia para que haja maior entendimento sobre
as mudancas fenotipicas, influenciadas pelo ambiente (Rakyan, et al. 2011).

Suscetibilidade genética

Diversos genes sdo pesquisados e associados ao DM1, caracterizando-a como uma
doenca poligénica. Atualmente mais de 50 genes sdo relacionados significantemente a
predisposicdo a doenca. Até entdo, os genes HLA sdo 0s que apresentam maiores evidéncias
de associacdo com o DM1, representando até 50% da contribuicdo genética para o seu

desenvolvimento (genes IDDM1- insulin dependent diabetes mellitus group 1) (Figura 1).
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Figura 1 — Principais genes estatisticamente associados ao DM1 e seus riscos relativos de
1970-2009 e suas respectivas forcas de associa¢do (Odds Ratio)
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Fonte: Pociot et al, 2010.

Outros genes nao-HLA localizados no MHC e também fora desta regido
podem ser associados ao DM1. Dos genes ndo-HLA, na regido MHC, merecem destaque 0s
genes codificadores das proteinas do complemento C4A e C4B e 0 TNF-a. O TNF-a tem sido
exaustivamente estudado e associado ao DM1, porém ainda apresenta resultados
controversos. Esta citocina é um potente imunomodulador e possui atividade pré-inflamatoria
significativa na destruicdo de células-p pancreaticas. A proximidade com a regido HLA e a
falta de ajuste para desequilibrio de ligacdo (LD) em diversos estudos de polimorfismos nos
genes desta citocina, geraram fortes associacdes com diabetes em diferentes populacGes no
mundo. Estudos mais recentes, que consideraram o desequilibrio de ligacdo (LD) com a
regido HLA classe Il (DR e DQ), ndo encontraram associagdes tdo relevantes (Noble; Valdes,
2011).

Aproximadamente 15% da suscetibilidade ao DM1 é associada a genes
localizados fora da regido MHC (Daneman, 2006). Embora ainda haja discordancia quanto a
associacdo de alguns desses genes candidatos (IDDM2 - insulin dependent diabetes mellitus
group) com o DM1, depois dos genes HLA, a associacdo genética mais relevante € com o
gene da insulina (Pociot; McDermott, 2002; Erlich, et al. 2008). O gene da insulina esta
localizado no cromossomo 11p15.5 e possui 3 classes de alelos com um nimero variavel de
repeticdes in tandem (VNTR). Os alelos curtos (classe 1) conferem predisposicdo para DM1 e
os alelos longos (classe Il1) estdo associados a protecdo (Fernandes, et al. 2005). Essas
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variacOes alélicas sdo responsaveis pela diferenca nos niveis de expressdo de insulina que

podem influenciar na selecdo timica dos linfdcitos T (Pugliese, 2005).

O Antigeno leucocitario Humano (HLA)

Os genes que codificam os Antigenos Leucocitarios Humanos (HLA) estdo situados
em uma regido denominada Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) no braco
curto do cromossomo 6p21. Esta regido compreende pelo menos 3,4 Mb de DNA contendo
até 420 genes e 40% dos genes expressos parecem ter fungéo na resposta imune (Pociot, et al.
2010; Fallahi, et al. 2012). Os genes que codificam o HLA foram os primeiros a serem
associados geneticamente com o DM1 (Valdes, et al. 2013).

A regido MHC é a mais polimorfica do genoma humano, com mais de 13 mil alelos
HLA descritos até este ano (http://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/stats.html). Presume-se que o
extenso polimorfismo observado nesta regido seja resultado de pressdes seletivas nas
populacBes, sendo uma adaptacdo funcional, modulada principalmente por virus, bactérias e
parasitas (Zufiga, et al 2013). Seus genes encontram-se agrupados em 3 regides distintas

chamadas de classe I, 11 e 111 (Figura 2).

Figura 2 — Representagdo esquematica das regides do MHC e seus principais genes
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A regido denominada Classe | é a mais proxima do telémero, nela estdo os genes que
codificam as moléculas de HLA classicas HLA-A, HLA-B e HLA-C e também as n&o-
classicas HLA-E, HLA-F e HLA-G. A regido de classe Il estd localizada proxima do
centrdmero e contém os genes que codificam as moléculas classicas HLA-DR, HLA-DQ e
HLA-DP, além das ndo-classicas HLA-DM e DO. As regides génicas Classe | e Il flanqueiam
a regido denominada classe 111 que contém alguns genes de relevancia imunolégica. Os genes
do MHC estdo intimamente envolvidos na resposta imunologica e sdo ideais para estudar
marcadores de diversidade genética, suscetibilidade a doencas e alo transplantes (Abbas,
2007; Zudiga, et al 2013).

As moléculas de classe | e Il sdo homologas, mas estruturalmente distintas. Ambas séo
heterodimeros, constituidos por duas cadeias polipeptidicas ligadas de forma ndo covalente
(Figura 3). Apresentam uma regido intracelular denominada “cauda”, regido transmembrana e
a porcdo extracelular que forma uma fenda em sua extremidade para acomodar peptideos

antigénicos a serem apresentados ao sistema imune.

Figura 3 — Representacdo esquematica estrutural das moléculas HLA classe | e 1l na
membrana celular
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As moléculas HLA classe I sdo monomeros alfa, compostos por trés dominios (al, a2
e a 3). Os dominios al e a2 formam a fenda de ligagdo da molécula de classe I que ¢ fechada,
sendo capaz de acoplar peptideos de 6-10 aminoacidos. Para ser expressa na superficie celular
a molécula de Classe I precisa estar associada covalentemente a uma cadeia P2-
microglobulina, codificada por um gene localizado no cromossomo 15. As moléculas de
Classe | sdo responsaveis pela apresentacdo de peptideos intracelulares aos linfocitos TCD8+
e estdo presentes em praticamente todas as células nucleadas do corpo humano e até mesmo

em plaquetas.
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As moléculas HLA classe II sdo formadas por heterodimeros a e 3, os dominios al e
B1 formam a fenda de ligagdo que é capaz de acoplar peptideos um pouco maiores, contendo
de 12-30 aminoacidos, por ser aberta nas extremidades. As moléculas de classe Il apresentam
peptideos extracelulares a linfocitos TCD4+. Em condi¢es normais, onde ndo ha desafio ao
sistema imune, as moléculas HLA classe Il sdo expressas apenas em células endoteliais do
timo e APCs, tais como: células dendriticas, macréfagos, linfocitos B e linfocitos T (quando
ativados) (Abbas, 2007; Semzezem, 2009). A maior parte do polimorfismo observado nas
moléculas HLA se concentra na regido da fenda de ligacao.

H& quase 40 anos sdo realizados estudos de associacdo da regido HLA com DML.
Notavelmente, os alelos de moléculas HLA classe I, DR e DQ, possuem um papel central na
suscetibilidade ao diabetes (Bradfield, et al. 2011). O exato mecanismo pelo qual as
moléculas de classe Il conferem suscetibilidade a destruicdo imuno-mediada nas ilhotas
pancredticas ainda ndo é conhecido em sua totalidade, mas a ligagcdo de peptideos-chave a
partir de autoantigenos, como por exemplo: pré-proinsulina e GAD, com moléculas HLA
classe Il do timo e da periferia parecem desempenhar um papel relevante. Teoricamente, esse
processo de apresentacdo de antigenos e ativacdo das células T, pode ter uma abordagem
terapéutica futura efetiva para prevencao do DML1.

Na prética clinica, a identificacdo de alelos HLA pode ser utilizada para identificar
pessoas com risco de desenvolver DM1 e para inclusdo e exclusdo em estudos e ensaios
clinicos. A suscetibilidade a doenca é atribuida principalmente a determinadas combinacdes
especificas de alelos HLA-DRB1-HLA-DQA1-HLA-DQB1, tais como DRB1*03:01,
DRB1*04, DQA1*05:01, DQB1*02:01 e heterozigotos DQA1*03:01-DQB1*03:02. Alguns
outros alelos, como DQA1*01:02 DQB1*06:02, DRB1*14:01, podem ser considerados
protetores ou de resisténcia (Pociot, et al. 2010). Mais recentemente, os loci DQA1 e DQB1
que codificam as cadeias alfa e beta do heterodimero DQ, foram associados a efeitos muito
predisponentes ou muito protetores. Os heterodimeros que sdo DQa Arg52-positivas e DQf
Asp57-negativas representam alto risco genético para o diabetes tipo 1. Os hapl6tipos mais
predisponentes sdo DRB1*03:01-DQA1*05:01-DQB1*02:01G e DRB1*04:01/2/4/5-
DQA1*03:01-DQB1*03:02 com Odds Ratio > 3,0 e > 8,0, respectivamente. Outros
haplotipos fortemente protetores sdo: DRB1*15:01-DQA1*01:02-DQB1*06:02 (OR = 0,03) e
haplotipos DR7: DRB1*07:01-DQB1*02:01-DQB1*02:01G (OR = 0,32) e DRB1*07:01-
DQA1*02:01-DQB1*03:03 (OR = 0,02) (Noble, et al. 2011).

Devido ao alto polimorfismo nesta regido do genoma humano, a genotipagem de alta

resolucdo previne que o efeito relacionado a algum alelo HLA seja enganoso. Os alelos
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DRB1*04 e DQB1*03:02, por exemplo, sdo considerados de alto risco, ja os alelos
DRB1*04:03 e DQB1*03:01 sdo considerados protetores, divergindo dos alelos de risco
apenas em alguns aminoacidos nas suas sequéncias. Individuos heterozigotos DR3/DR4 estédo
relacionados a um risco muito mais elevado do que homozigotos DR3/DR3 e DR4/DR4
(Noble; Valdes, 2011).

O Diabetes Tipo | Genetics Consortium (T1DGC), é uma organizagdo internacional de
colaboradores com a finalidade de criar um repositdrio para identificar loci genéticos que
contribuem com o risco de desenvolver o DM1 a partir de mais de quatorze mil amostras
genotipadas. Os resultados relatam que alelos classe Il DPB1, também influenciam na
suscetibilidade ao DM1. Os alelos DPB1*02:02 e DPB1*03:01 representam risco aumentado
para desenvolvimento da doenca, enquanto DPB1*04:02 apresenta risco diminuido. Esses
resultados foram obtidos ap6s o ajuste do desequilibrio de ligacdo (LD) do HLA-DPB1
(associacdo ndo aleatoria entre genes) com os loci de codificagdo HLA-DRB1 e DQB1
(Varney, et al. 2010). Segundo Brorsson, et al (2010) , o alelo HLA B*39 também apresenta
indicios de influéncia sobre a suscetibilidade ao DM1, independentemente dos alelos DR/DQ.
Apesar de os loci de susceptibilidade e resisténcia associados ao diabetes terem sido
mapeados ha muitos anos, dados inerentes a distribuicdo e efeito desses alelos em minorias
étnicas (como africanos e latino americanos) ainda sdo escassos (Black, et al. 2013)

Influéncia da ancestralidade no DM1

O diabetes tipo 1, como pbde ser visto, € uma doenca causada por uma interacao
complexa entre diversos fatores ambientais e genéticos. Apesar de ter um papel ainda pouco
compreendido, a contribuicdo da raca/etnia parece influenciar substancialmente no DM1 e
suas complicagOes. A incidéncia do DML1 é quatro vezes maior em brancos americanos do que
em afro-americanos, enquanto no diabetes Tipo 2, a incidéncia é de 1,4 a 2,3 vezes maior em
afro-americanos (Marshall, 2005). O diabetes é naturalmente considerado um fator de risco
para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares e renais, mas diferencas nas taxas de
mortalidade, idade ao diagnostico e complicacdes como dislipidemia, obesidade e hipertenséo
arterial sistémica podem ser mais graves de acordo com a origem étnica. Afro-americanos,
por exemplo, apresentam maior risco para o desenvolvimento de complicagfes do que

brancos europeus, em particular, nefropatia (Noble, et al. 2013).
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Combinacdes de haplotipos e alelos HLA especificos variam entre os principais
grupos étnicos ou regides geograficas, estas variacfes podem ser utilizadas como medida da
diversidade genética no MHC, mas pouco se sabe sobre a distribuicdo em populacGes nao
caucasianas e miscigenadas (Zufiga, 2013). Estudos realizados em populacdes africanas
revelam maior diversidade haplotipica nesta populacdo do que a observada em europeus
(Noble, et al. 2013). Lipton e cols, (2011), analisaram os polimorfismos nos genes HLA-
DQAL e -DQB1 em 222 haplotipos de uma populacdo multiétnica DM1. No total 143 (64%)
dos haplétipos eram de suscetibilidade, 26 (12%) neutros, 30 (14%) de protecédo e 25 (11%)
indefinidos. Em africanos foram observados 102 haplétipos diferentes, desses, 52% de eram
suscetibilidade, 13% neutros e 20% de protecdo. Em brancos foi observado 60 hapl6tipos,
73% eram de suscetibilidade, 15 neutros 10 de protecdo e um indefinido. Em 44 hapldtipos
relatados em latinos 75% eram de suscetibilidade, 9% neutros e 5% de protecdo. Estes dados
além de exemplificarem a maior diversidade observavel na populagdo africana ainda mostram
que ocorreram consideravelmente menos haplétipos de risco do que o esperado para uma
populacdo DM1.

Dados sobre as disparidades observadas nas frequéncias de alelos e haplétipos HLA de
acordo com a raca/etnia no DM1 também estdo disponiveis. Apesar de a maioria dos estudos
ndo caracterizarem bem etnicamente a populagéo, utilizando apenas a autodeclaracdo, foram
obtidos achados relevantes e o interesse sobre a distribuicdo dos polimorfismos e seus efeitos
clinicos nos diferentes grupos étnicos é crescente. A existéncia de efeitos diferenciais de
acordo com idade ao diagndstico e sexo também permanecem pouco explorados (Howson, et
al. 2012).

Em um estudo realizado nos Estados Unidos com 1662 pacientes DM1 foi possivel
observar diferencas significativas na distribuicdo dos haplétipos DRB1-DQB1 de acordo com
a etnia. A presenca do haplotipo DRB1*04:01-DQB1*03:02 representou neste estudo maior
suscetibilidade em brancos do que em negros ou latino-americanos. O haplétipo
DRB1*04:05-DQB1*03:02 foi significativamente mais frequente em negros do que brancos,
enquanto, DRB1*04:07-DQB1*03:02 apareceu apenas em latino-americanos. DRB1*09:01-
DQ*02:01 e DRB1*09:09-DQB1*02:02 ndo diferiu entre negros e brancos e o haplotipo
DRB1*03:01- DQB1*02:01 também ndo diferiu entre as ragas declaradas na populacédo
testada. O autor relata também que o haplotipo considerado protetor DRB1*04:01-
DQB1*03:01 foi modestamente mais frequente em brancos DM1, enquanto o também
protetor DRB1*07-DQB1*02:02 foi relativamente mais frequente em negros (Black, et al.
2013).



27

Uma particular discrepancia nos efeitos sobre o DML1 e a etnia pode ser observada com
haplétipos DR7. Presente apenas em populagfes africanas, o haplétipo DRB1*07:01-
DQA1*03:01-DQB1*02:01G é intimamente relacionado a pré-disposi¢do, enquanto o
DRB1*07:01-DQA1*02:01-DQB1*02:01G, muito comum em populacdes europeias, foi
relatado em varios estudos como um hapl6tipo de protecdo. O alelo africano DQA1*03:01
codifica uma cadeia DQa que ¢ Arg52-positiva, ao passo que o alelo europeu DQA1*02:01 é
Arg52-negativo, explicando por qué da molécula DQ do haplétipo africano ser mais
fortemente relacionada a pré-disposicdo. Tal fenbmeno pode ser justificado por conta das
diferengas no repertério de ligacdo de peptideos e/ou afinidade de ligacdo para os dois
heterodimeros DQ que podem afetar na suscetibilidade ao DM1. Entretanto, caucasianos
DRB1*07:01-DQA1*02:01-DQB1*02:01G que possuem no outro cromossomo o alelo
DQA1*03:01 mostraram ser significativamente mais afetados (49% vs 35%, p <0,035).
Notavelmente, a grande maioria (89%) dos que possuem DQA1*03:01 em um cromossomo e
0 DR7 em outro séo DRB1*04-DQA1*03:01-DQB1*03:02, que transmite, em si, um risco
muito elevado (Noble, Johnson et al. 2011). Maior parte da suscetibilidade deve-se
provavelmente a molécula DQ codificada pelos alelos DQA1*03:01-DQB1*02:01G e
aumento do risco pode ser visto quando estes dois alelos s&o codificados quer em cis (como
no DR7 Africano) ou em trans (DR3/DR4 europeu). Resumidamente, o alelo DQA1*03:01 ¢
de tdo alto risco que na sua presenca o haplotipo DR7, antes considerado protetor em
caucasianos apresenta uma mudanca de comportamento, independente de ser codificado em
cis ou trans. Este tipo de resultado ilustra o valor de estudos de associacdo HLA e doencas
que comparam dados entre diferentes grupos étnicos (Noble, et al. 2011).

Outro estudo com 772 casos de DM1 e 1641 controles, realizado em afro-americanos,
nos Estados Unidos associou significativamente (positiva ou negativamente) 18 hapl6tipos a
esta populacdo. Alguns ja haviam sido bem documentados na populacdo caucasiana como
predisponentes (DRB1*03:01-DQA1*05:01-DQB1*02:01G; DR4:DRB1*04:
01/02/04/05/08-DQA1*03:01-DQB1*03:02/02:01G) ou protetores (DRB1*15:01-
DQA1*01:02-DQB1*06:02 e DRB1*14:01-DQA1*01:01- DQB1*05:03). Os principais
haplotipos predisponentes ndo derivados de populacGes europeias observados nesta populagdo
incluem: DRB1*16:01-DQA1*01:02-DQB1*05:02, DRB1*13:03-DQA1*03:01-
DQB1*02:01G, DRB1*09:01-DQA1*03:01-DQB1*02:01G, e DRB1 * 07:01-DQA1*03:01-
DQB1*02:01G. Os de protecdo, ndo derivados de caucasianos foram: DRB1*13:03-
DQA1*02:01-DQB1*0201G; DRB1*13:03-DQA1*05:01-DQB1*03:01; DRB1*08:06-
DQA1*01:02-DQB1*06:02; DRB1*08:04-DQA1*04:01-DQB1*03:01; DRB1*03:02-
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DQA1*04:01-DQB1*04:02. Outras particularidades relacionadas ao haplétipo DQA1*03:01-
DQB1*02:01G foram relatadas. O DQA1*03:01-DQB1*02:01G surgiu significativamente
associado ao risco quando combinado com DRB1*04:05, 07:01, 09:01 ou 13:03, neste
altimo, com um OR=12,8. Os alelos DRB1*15:03 e 11:01 na presenca de DQA1*03:01-
DQB1*02:01G foram considerados hapl6tipos protetores, mas ainda assim, foram vistos mais
vezes em casos do que controles (mas sem significancia estatistica). Esses achados confirmam
relatos anteriores de que DQA1*03:01-DQB1*02:01G ¢é altamente predisponente, sendo
capaz de mudar o efeito protetor do DR7 europeu quando combinado com algum haplétipo
DRB1*04/DRB1*03 ou DQB1*05:01. O haplétipo DRB1*03:01-DQA1*05:01-
DQB1*02:01G confirmou novamente este fendmeno, sendo capaz de modestamente mudar o
efeito protetor do DR7 europeu na populacdo estudada (OR=2,05). O haplétipo de risco -
DQA1*03:01-DQB1*02:01G (OR=3,17) teve notavelmente o risco elevado quando
combinado com outro genoétipo DR4 (DRB1*04:05 - OR=65,10 ou DRB1*04:01 -
OR=34,40) (Noble, et al. 2013).

Esses dados chamam atencdo ndo s6 para as frequéncias observadas nas diferentes
populacdes, mas também para o efeito que a combinacdo de determinados haplotipos pode ter,
aumentando incrivelmente o risco relacionado a doenca mesmo na presenca de haplétipos
protetores. Algumas publica¢fes buscam entender a distribuicdo de genes associados ao DM1
com complicagdes e apresentacdes clinicas, considerando a composicao ancestral. Rowson, et
al (2012), em seu estudo relatou associacdo da idade ao diagnostico com HLA-
DRB1*03/DRB1*04 e alelos de classe | A*24 e B*39. O inicio precoce da doenca
consequentemente aumenta a sua duragdo levando a complica¢fes em individuos mais jovens,
0 que representa uma reducdo na expectativa e qualidade de vida naqueles que sao
acometidos, além de elevar gastos com saude (Noble, et al. 2013).

Ha relatos também, de que negros sdo mais propensos a desenvolver anticorpos para
GADA, enquanto brancos e hispanicos tem maior propensdo a desenvolver 1A-2A. A
ocorréncia de cetoacidose diabética no inicio da doenca foi mais frequentemente associada a
ancestralidade africana e minorias étnicas nos EUA (negros e hispanicos) que apresentam
também maior sobrepeso e obesidade (Black, et al. 2013). Associando informacdes genéticas
de HLA a pesquisa da presenca de auto-anticorpos no DM1, foi possivel observar que o
haplotipo de pré-disposicdo DRB1*03-DQB1XX esta relacionado significativamente a titulos
positivos de anticorpos GADA e IA-2A (OR=1, 82) e a média de idade inicial da doenca em
individuos brancos. Em hispénicos o hapl6tipo DRB1*04-DQB1*03:02 pdde ser associado a

altos titulos de anticorpos e maior probabilidade de cetoacidose diabética no inicio da doenca.
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Alguns haplétipos de susceptibilidade parecem ter também algum efeito sobre caracteristicas
clinicas. Em negros, o DRB1*01 esteve relacionado & probabilidade 3 vezes maior de
desenvolver cetoacidose diabética no inicio da doenca (OR= 3,62), enquanto em brancos
portadores deste mesmo alelo foi observado um inicio mais tardio da doenca quando
comparado com individuos ndo-portadores deste alelo. Haplotipos considerados
modestamente protetores em brancos como DRB1*04-DQB1*03:01 e DRB1*0701DQB1xx
foram associados a maior titulagdo de anticorpos (OR=1,98) e inicio mais tardio da doenga. O
alelo DRB1*13, mais frequente em negros e brancos do que em hispanicos e mostrou-se
protetor para cetoacidose diabética de com baixa titulacdo de anticorpos. Este alelo
representou até 57% menos chance de se observar titulos de anticorpos positivos em negros.
Cada vez mais surgem relatos de alelos antes ndo considerados de risco e que recentemente
foram associados a alguma apresentacéo clinica especifica em determinada racga/etnia (Lipton,
et al. 2011; Black, et al. 2013).

AlMs aplicados na genética clinica

Marcadores genéticos especificos para a caracterizacao étnica de diferentes populacoes
sdo denominados marcadores informativos de ancestralidade (AIMs). Os AlMs bi-alélicos de
insercdo e delecdo estimam eficientemente proporcbes de origem ancestral individual ou
global, mesmo em popula¢Ges miscigenadas, a partir da analise de loci com frequéncias
alélicas discrepantes entre regides geograficas e etnias. Diversos AIMs ja foram descritos,
sendo possivel realizar analises de inferéncia de ancestralidade a partir de diferentes tipos de
polimorfismo (Pereira, et al. 2012; Manta, et al. 2013).

Hoje é possivel observar nitidamente diferencas fenotipicas entre as populagdes (como
a pigmentacdo da pele), mas isso é resultado de um longo processo de selegdo natural,
mutacdo e deriva genética que ocorreu moldado pelas migracdes, ambiente, clima, tipo de
alimentacdo e nutrientes disponiveis, fatos historicos e agentes patogénicos e infecciosos
(Suarez-Kurtz, et al. 2007). Algumas varia¢es gendmicas sdo mais frequentes ou especificas
em determinadas populacGes, por isso, um alelo pode ser muito comum em uma populacgéo e
raro em outra, explicando as diferencas muitas vezes observadas na prevaléncia de doencas
entre as populagOes. As razdes de algumas variantes sofrerem selecdo positiva em uma

populacdo e em outras ndo, podem ser: A) O surgimento recente de um alelo que ainda nédo
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teve tempo de se espalhar para outras populagdes, como no caso do SNP responsavel pela
hemacromatose hereditaria, que € comum na Europa, mas raro em outros lugares. B) Selecdo
natural ocorrida em um local especifico influenciada pelo ambiente, como a persisténcia da
lactase, que é prevalente mesmo na idade adulta em pastores de camelos somali da Etiopia,
por conta do consumo de leite até a idade adulta (Freedman, et al. 2013).

O genoma humano é composto de trés mil milhdes de bases de DNA e contém
aproximadamente de 25.000 a 30.000 genes que codificam proteinas, no entanto, entre dois
seres humanos quaisquer, observamos uma variabilidade de apenas 0,1% por todo o genoma e
este pequeno percentual é responsavel pela diferenciacdo entre os individuos. Desta variacdo
de 0,1%, 80 a 90% ¢é interindividual e somente de 10% a 20% da variacao total é inter-étnica
(Freedman, et al. 2013; Mersha; Abebe, 2015).

Populaces préximas geograficamente apresentam em média maior similaridade
genética que populagdes distantes, mas varios estudos demonstraram que também € possivel
observar diferencas relevantes dentro de regides geogréficas proximas. Um exemplo da
grande variacdo que pode haver dentro de populacdes (que teoricamente deveriam ser
préximas geneticamente) foi relatado na prevaléncia do alelo HLA-B*57:01, no qual foi
observada uma drastica diferenca na frequéncia deste alelo entre duas populagdes africanas.
No grupo Masai, no Quénia, a prevaléncia deste alelo é de 13,6% enquanto no grupo Yoruba,
da Nigéria, é zero. Em populacdes de ascendéncia europeia, teoricamente mais distante
geneticamente, a frequéncia observada do mesmo alelo é de 5,8%, revelando maior
proximidade nesta regido genémica em especial (Mersha; Abebe, 2015).

Diversos estudos, como os projetos Hap Map e 1000 genomas, buscam compreender a
variabilidade genémica a nivel geografico, catalogando em diferentes populacdes frequéncias
de SNPs, Indels, elementos moveis, dentre outros polimorfismos, criando um extenso banco
de dados. N&o obstante, populacdes miscigenadas ainda estdo sub-representadas nos bancos
de dados mundiais. Cerca de 90% dos estudos realizados foram em populacdes europeias,
ancestralmente homogéneas e expostas a fatores ambientais similares. Existem varias
particularidades genéticas que tornam interessantes estudos que buscam associar fendtipos de
doengas em populacGes ndo caucasianas e miscigenadas (Wassel, et al. 2009; Shriner, et al.
2011; Mersha ; Abebe, 2015).

A populagéo brasileira é considerada uma das mais miscigenadas do mundo e tem
origem ancestral tri-hibrida, formada basicamente por europeus, africanos e amerindios.
Devido aos padrdes de imigracdo geograficamente desordenados o Brasil ainda apresenta

diferencas ancestrais regionais marcantes, mas em todas as regides € possivel observar uma
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predominancia de ancestralidade europeia. Entretanto, por conta da predominante assimetria
nas relacOes, a ancestralidade matrilinear (relacionada ao DNA mitocondrial - mtDNA) ainda
se mantém majoritariamente de origem genética amerindia e africana (Pena, et al. 2009;
Durso, et al. 2014).

A mistura entre diferentes grupos étnicos cria um mosaico cromossémico, devido ao
efeito cumulativo que ocorre nas meioses. Com isso, diferentes proporgdes ancestrais sdo
herdadas das populacbes parentais e as mesmas variam de um cromossomo para outro,
contribuindo para que cada individuo apresente um grau de mistura particular (figura 4)
(Shriner, et al. 2011). Mesmo quando um alelo causal tem frequéncia similar entre todas as
racas/etnias o estudo em diferentes populacdes ainda pode ser util, como no caso do
Alzheimer, que apresenta um risco diferenciado no desenvolvimento da doenca quando um
alelo relacionado a pré-disposicao (e que possui frequéncia similar em todas as populacgdes)
esta presente em homozigose (apoEE4). Nesse caso, 0 risco da doenca se manifestar é 33
vezes maior em japoneses, 15 em caucasianos e 6 em africanos (Burchard, et al. 2003;
Cooper, et al. 2003).

Em populacGes miscigenadas podemos observar a presenca de maior polimorfismo,
pois ha a presenca de alelos de diferentes origens ancestrais, além de uma distribuicdo de
frequéncias alélicas e haplotipicas substancialmente diferente da observada nas populacdes
parentais, afetando consequentemente a frequéncia de marcadores genéticos e variantes
funcionais utilizados em pesquisas de associacdo e mapeamento genémico. Expandir os
estudos genéticos humanos em populagdes miscigenadas pode ser util para: I- identificar
novos loci ausentes ou ndo facilmente detectaveis em populacdes europeias devido a baixas
frequéncias e ao baixo poder estatistico resultante; 11- estudos de desigualdade e acesso a
servicos de saude; IllI- compreender melhor a base étnica em doencas mendelianas e
complexas (Shriner, et al. 2011).

A aplicacdo da ancestralidade ja é realidade no tratamento de doencas como
hipertensdo, asma e hepatite C. Disparidades bioquimicas e matabolicas também ja foram
relatadas, como no caso dos niveis de 25-hidroxi vitamina D (pré-hormonio convertido no rim
na forma ativa da vitamina D - ajuda a controlar os niveis de fosfato e calcio), que em
afrodescendentes possui normalmente niveis mais baixos que europeus, sem representar
algum tipo de caréncia. Em afro-americanos também foi observado niveis mais baixos de
adiponectina, um importante protetor cardio-metabdlico (Freedman, et al. 2013; Bidulescu, et
al. 2014; Mersha; Abebe, 2015).
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As disparidades raciais e étnicas na prevaléncia de doencas e os diferentes fenotipos
observaveis sdo resultados integrados de fatores genéticos e ambientais. InformacGes
genéticas de ancestralidade muitas vezes sdo ignoradas na tentativa de se evitar viés (no caso
de auto-declaracdo) ou algum tipo de preconceito, mas podem ser uma variavel expressiva
tanto no diagndstico quanto no tratamento de diversas doencas, influenciando diretamente no

seu desfecho clinico.

Figura 4 — Representacdo esquematica do mosaico cromossémico observado em populagdes

miscigenadas

GERACAO Populacdo 1 Populacdo 2
0
1
5 5
M o
3 S

Um bom exemplo do efeito que a classificagdo étnica inadequada pode trazer esta
presente em um trabalho publicado por Schlesinger em 2013. O autor utilizou marcadores
informativos de ancestralidade contrariando o que até entdo havia sido observado em diversas
publicacdes. Os estudos anteriores foram embasados em associa¢fes genéticas, ambientais e
autodeclaragdo e havia um consenso ao afirmar que afro-americanos eram mais

frequentemente diagnosticados com Alzheimer do que caucasianos. Com a utilizacdo de
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AlMs, neste estudo, foi possivel perceber que a ancestralidade Africana era na verdade
altamente protetora do ponto de vista neuropatoldgico no Alzheimer (relacionada a formacao
diminuida de placas neuriticas). O autor atribui esta discrepancia a possivel mistura ancestral
europeia, significativa nas populacbes de afro-americanos estudadas anteriormente, fatores
culturais e ambientais que podem influenciar no rastreio realizado em testes cognitivos ou a
uma autoclassificacdo étnica inadequada, pois 0 mesmo observou que alguns individuos
incluidos na sua pesquisa, autodeclarados brancos apresentavam genomicamente até 70% ou
mais de origem ancestral africana, enquanto alguns autodeclarados ndo brancos (hispanicos
ou afro-americanos) obtiveram mais de 99% de ancestralidade europeia.

Alguns outros estudos j& foram publicados relacionando a influéncia da ancestralidade
em doencas como: diabetes mellitus tipo 2, glomeruloesclerose segmentar focal,
aterosclerose, osteoporose, deméncia, nefropatia por imunoglobulina A, cancer de mama,
lUpus eritematoso, sistémico, resisténcia a malaria entre outros (Umaima Al-Alem, 2014;
Freedman, 2013; Richman, 2013; D Schlesinger, 2013; Flores, 2012; Ching-Yu Cheng, 2012;
Wassel, 2009).

Esta breve revisdo enfatiza que mesmo depois de mais de 40 anos de estudos de
associacdao com DM1 ainda existe muito a ser desvendado do ponto de vista genético no
desenvolvimento desta doenca e seus efeitos, principalmente se tratando de grupos étnicos
ndo caucasianos. Praticamente todos os estudos em DM1 se desenvolveram utilizando apenas
a autodeclaracdo como classificacdo étnica. O uso de marcadores informativos de
ancestralidade seria de grande valor para auxiliar a decifrar o componente genético ancestral
da populacdo brasileira e identificar corretamente a inclusdo desses pacientes nas pesquisas
futuras, permitindo uma estratificacdo populacional mais adequada e o rastreio de alelos
relacionados ao DM1 de acordo com a composicdo étnica individual ao passo que

caminhamos rumo a medicina personalizada.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Al-Alem%20U%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Richman%20IB%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schlesinger%20D%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cheng%20CY%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wassel%20CL%5Bauth%5D
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1 OBJETIVOS

1.1 Objetivo geral

Avaliar a associacdo de polimorfismos de genes do sistema HLA com a

ancestralidade gend6mica em uma amostra de pacientes com DM1 da populagéo brasileira.

1.2 Objetivos especificos

a) Estimar a frequéncia alélica e haplotipica dos genes HLA-DR, -DQAL e DQB1 em
uma amostra de pacientes brasileiros com DML1.

b) Analisar o perfil de marcadores genéticos de ancestralidade.

c) Relacionar as estimativas de ancestralidade da populacio DM1 com o perfil
genético ancestral da populacéo brasileira saudavel.

d) Relacionar o indicador clinico de idade ao diagndstico com as estimativas de

ancestralidade e polimorfismos HLA observados.
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2 METODOLOGIA

2.1 Caracterizacgao do estudo

Trata-se de um estudo multicéntrico transversal de Diabetes Tipo 1 realizado na
populacdo brasileira (projeto CNPQ Edital n°42/2010; processo 563753/2010-2) sob
coordenacdo geral da Prof. Dra Marilia de Brito Gomes. Os centros participantes e seus
respectivos coordenadores estdo relacionados no Quadro 1. O projeto aborda caracteristicas
clinicas e genéticas do diabetes tipo 1. As analises genéticas sdo realizadas em parceria entre
o0 Laboratério de Histocompatibilidade e Criopreservacao da Universidade do Estado do Rio
de Janeiro (UERJ) e o Laboratdrio de Diagndstico por DNA da UERJ sob coordenacdo dos
professores Dr Luis Cristovao de Moraes Sobrino Porto e Dr Dayse Aparecida da Silva,
respectivamente. Todos os individuos incluidos no estudo sdo acompanhados rotineiramente
em ambulatérios especializados nos centros participantes e foram devidamente orientados de

forma verbal e através de um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Anexo A).

Quadro 1- Centros participantes do estudo

UF/Cidade Centro Coordenador
RJ-Rio de Janeiro | UERJ Profa Marilia Gomes
RJ-Rio de Janeiro | UFRJ Profa Melanie Rodacki
SP-Sédo Paulo UNIFESP Prof Sergio Dib
SP-Sédo Paulo USP Profa Maria Giannella
SP-Campinas UNICAMP Profa Elizabeth Pavin
SP-Bauru Associacao Diabetes Bauru Dr Carlos Negrato
CE-Fortaleza UFCE Prof Renan Montenegro

CE-Fortaleza

Centro Integrado de Diabetes e
Hipertensdo

Profa Adriana Forti

Centro de Diabetes e Endocrinologia do

BA-Salvador Estado da Bahia Dr Reine Fonseca
Hospital Universitario Jodo de Barros

PA-Belém Barreto Prof Jodo Felicio

DF-Brasilia Hospital Regional de Taguatinga Dra Hermelinda Pedrosa

PR-Curitiba Hospital Universitario de Curitiba Profa Rosangela Réa

RS-Porto Alegre

UFRGS

Profa Mirela Azevedo
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2.2 Populacéo estudada

Os pacientes do estudo séo individuos de populagéo brasileira miscigenada, portadores
de diabetes mellitus (DM1) em acompanhamento médico em ambulatérios dos Servigos ou
das Instituicdes listadas no quadro I.

Da amostra total do projeto supracitado, estimada em 2000 individuos, todos foram
avaliados clinicamente e demograficamente. Destes, 972 apresentavam até junho de 2015
esses dados tabulados e o processo de genotipagem completo sendo, portando, essa amostra
incluida no presente trabalho.

2.3 Critérios de incluséo e exclusao

Para serem incluidos no estudo, os pacientes diagnosticados com DM1 deveriam ser
acompanhados regularmente no centro por um periodo igual ou superior a 6 meses e ter no
minimo 5 anos de duracdo da doenca, o que pode ser considerado uma limitacdo do estudo ao
analisar a varidvel idade ao diagndstico pois a inclusdo de criancas foi limitada. Gestacédo,
lactacdo, histéria de quadros infecciosos agudos ou cetoacidose diabética nos trés meses
anteriores a avaliacdo foram considerados critérios de exclusdo, assim como, alcoolismo
cronico, insuficiéncia cardiaca congestiva, arritmias cardiacas, insuficiéncia respiratéria aguda

ou doenca pulmonar obstrutiva grave.

2.3.1 Procedimentos de investigacdo

Todos os pacientes foram submetidos a exames clinicos, exames laboratoriais e
avaliacdo genetica, além de outros exames considerados necessarios pelo médico.

Foi realizado um inquérito clinico-demografico através de um questionario
padronizado (Anexo B) no qual foram coletados dados relativos a sexo, idade (anos), raga,
idade ao diagnostico (anos), tempo de duracdo do DML (anos), dieta (caracteristicas e

adesdo), nivel de atividade fisica, tabagismo, consumo de bebida alcodlica, dose diaria de
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insulina, uso de outras medicacGes, doencas associadas, fase do ciclo menstrual, data da
ultima menstruacdo e uso de anticoncepcional oral para mulheres. Esta avaliacdo foi feita
através de um questionario padréo, com os entrevistadores treinados para sua aplicacéo.

As seguintes variaveis clinicas foram avaliadas: peso (kg), altura (cm), indice de
massa corporal (IMC), pressdo arterial sistémica (PA), frequéncia cardiaca (FC),
circunferéncia abdominal (determinada na metade da distancia entre o Gltimo arco costal e a
crista iliaca) alem de pesquisa de sinais e sintomas de PND e neuropatias autonémicas
(cardiovascular, gastrointestinal, genitourinaria e metabdlica).

O indice de massa corporal (IMC) foi calculado dividindo-se o peso (kg) pela altura ao
quadrado (m?); em individuos com idade igual ou maior que 18 anos. Conforme
recomendacdo da OMS e de estudo brasileiro, considera-se sobrepeso individuos com IMC
superior a 25 kg/m? e obesidade superior a 30 kg/m? ou de acordo com o limite superior de
normalidade para a faixa etéria.

Todos os pacientes foram submetidos a afericdo da pressdo arterial sistémica (PA)
com manguito adaptado para o diametro do braco. A PA foi determinada com o paciente em
posicao sentada apos repouso de cinco minutos, em trés verificacfes, utilizando-se o monitor
OMRON® HEM 742INT (Omron Healthcare) que nos fornece a pressao arterial sistélica
(PAS), diastolica (PAD) e frequéncia cardiaca. O individuo serd considerado hipertenso
quando a média das trés aferi¢des de PAS for maior ou igual a 140 mmHg e/ou de PAD maior
ou igual a 90 mmHg, em tratamento anti-hipertensivo ou de acordo com o limite superior de
normalidade para a faixa etéria.

As variaveis laboratoriais determinadas foram: glicemia de jejum, hemoglobina
glicada Alc (por HPLC; valores de referéncia: 4.0-6.0%), uréia, creatinina, colesterol total,
HDL-c, LDL-c calculado pela equacdo de Friedwald, concentracdo urinaria de albumina
(mg/L), acido drico, proteina C reativa ultra sensivel (PCR us), TSH, T4 livre, hemograma
completo, velocidade de hemossedimentacao e pesquisa de albuminuria.

Das variaveis clinicas levantadas, para o presente estudo, foram analisadas apenas 0s
dados referentes a idade, sexo, etnia autodeclarada e idade ao diagndstico visto que a
correlacdo dos polimorfismos genéticos com as demais variaveis serdo investigadas no futuro,

com a concluséo do projeto.
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2.4 Analises genéticas

2.4.1 Extracdo do DNA e preparo da amostra

Foi coletado aproximadamente 5 mL de sangue periférico de forma padronizada
através de puncdo venosa em tubos estéreis com anticoagulante EDTA (acido
etilenodiaminotetracético). Foram utilizados Kits comercias para extragdo do DNA, um
automatizado (SP QIAsymphony) com o equipamento QIAsymphony SP e o outro manual
(QiagenQlAamp DNA Blood Mini) ambos da Qiagen (EUA). Os mesmos divergiam
basicamente apenas no método adotado para a etapa de purificacdo, com o Kit automatizado
esta etapa era realizada com o auxilio de particulas magnéticas enquanto no Kit manual a
mesma era realizada por colunas de silica.

As amostras de DNA extraidas foram avaliadas quanto a sua concentracdo e pureza
por meio da densidade dptica em um espectrofotdmetro Nanodrop-Thermo Fisher Scientific.
A relacéo entre a quantidade de DNA e de proteinas na amostra é utilizada como parametro
para avaliacdo da qualidade do DNA extraido, os valores desta relacdo foram considerados
aceitdveis quando se encontravam entre 1,7 e 2,0. O célculo utilizado para o ajuste
da concentracdo foi o seguinte:

Concentracdo desejada X Volume desejado = Concentracdo inicial X Volume

inicial.

O valor obtido a partir desta equacdo representa a quantidade de DNA que deve ser
utilizado na diluicdo, este mesmo valor deve ser subtraido do volume desejado para obtermos
0 volume de agua reagente para laboratorio tipo | que deve ser adicionado no preparo da

amostra.

2.5 Tipificacdo molecular HLA classe 11

A Tipificacdo dos genes —-DRB1, -DQAL e —DQB1 foi realizada com o kit LABType
SSO One Lambda (One Lambda, Inc. — CA — EUA) aliado a tecnologia Luminex. As
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amostras foram submetidas a reacdo em cadeia de polimerase (PCR) utilizando primers locus-
especificos biotinilados que permitem marcar posteriormente o produto amplificado com
estreptavidina conjugada a R-ficoeritrina (SAPE).

Ap0ls o0 PCR, parte do produto amplificado (1,5uL) foi submetido a eletroforese em
gel de agarose (2%) com o corante Syb® Safe (Life Technologies) para visualizacdo das
bandas amplificadas sob incidéncia de luz ultravioleta. Os fragmentos foram submetidos a
uma voltagem de 150V por oito minutos e meio e fotografados para registro.

Com a confirmacao da presenca de material amplificado, os amplicons sdo submetidos
a desnaturacdo e neutralizagido com tampdes fornecidos pelo fabricante. E adicionado ao
material desnaturado o tampdo de hibridizacdo que contém microesferas encobertas por
sondas de oligonucleotideos em sua superficie que se ligam ao DNA em suas regifes
complementares, este processo € denominado hibridizacdo. Apds a hibridizacdo sao
realizadas sucessivas etapas de lavagem, centrifugacdo e "flicagem" (movimento Unico e
vigoroso de inversdo da placa de PCR) para remogcéo de ligagdes inespecificas da reacdo. E
adicionada a mistura SAPE ao material e posteriormente hd uma nova etapa de lavagem, o
material é re-suspenso em 65uL de tampdo e transferido para uma placa de leitura ELISA.

A placa é acoplada a plataforma de leitura LabScan 100 Luminex que detecta a
fluorescéncia emitida pelas microesferas por citometria de fluxo. A interpretacdo é baseada no
padrdo de ligacdo do DNA com as microesferas e coloracdo obtida na reacdo por meio do
software HLA Fusion 3.2 — One Lambda US.

2.6 Marcadores Informativos de Ancestralidade (AIM)

Para inferéncia da ancestralidade genémica foi utilizado um painel de 46 marcadores
autossomicos informativos de ancestralidade do tipo insercdo/delecdo (AIM-Indels),
amplificado numa unica PCR multiplex com o kit Qiagen Multiplex PCR (Qiagen), seguindo
as instrucbes do  Qiagen  Multiplex PCR  Handbook  (disponivel em
V:/GERAL/Protocolos/Kitorsoftwaremanuals). Na tabela 4 € mostrada a lista dos marcadores
utilizados nesta reagdo multiplex, assim como, a descrigdo dos alelos e as localizag6es fisicas .
Esta metodologia utiliza iniciadores marcados por fluorescéncia de cores diferentes, 0s quais
permitem a visualizacdo dos fragmentos de DNA amplificaados por PCR em equipamentos de

eletroforese capilar. Esses marcadores apresentam diferenca de frequéncias superiores a 40%
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entre populagGes ancestrais, permitindo inferir eficientemente proporg¢des de mistura global e

individual em populagdes com origens continentais distintas (Pereira, et al. 2012).

Tabela 4 — AIM-Indels utilizados neste estudo, incluindo a localiza¢do dos marcadores no

genoma e alelos relatados

ESOd'gO MID Cromossomo | Posicao(bp) Alelos descritos no dbSNP
1s2307666 MID-1470 11 64729920 -IGTTAC
rs1610863 MID-777 16 6551830 -IGAA
rs16635 MID-196 6 99789775 -ICAT
rs1610965 MID-881 5 79746093 -IACTT
rs35451359 MID-3122 18 45110983 -/ATCT
rs140837 MID-548 6 3708909 -ICT
rs1160893 MID-659 2 224794577 -ICT
rs2308203 MID-2011 2 109401291 -/CTAGA
rs33974167 MID-2929 8 87813725 -ITA
rs1160852 MID-593 6 137345857 -ITT
rs1610884 MID-798 5 56122323 -IGGGAAA
rs2067280 MID-1193 5 89818959 -IAT
rs2308067 MID-1871 7 127291541 -ITT
rs4183 MID-17 3 3192524 -ITAAC
rs3054057 MID-2538 15 86010538 -/AACA
rs2307840 MID-1644 1 36099090 -IGT
rs60612424 MID-3854 6 84017514 -ITCTA
rs3033053 MID-2275 14 42554496 -ITCAGCAG
rs16384 MID-94 22 42045009 -/AAC
rs34611875 MID-3072 18 67623917 -/GCCCCCA
rs1610859 MID-772 5 128317275 -ITAG
rs3045215 MID-2313 1 234740917 -IATTATAACT
rs25621 MID-397 6 139858158 -[TTCT
rs2307832 MID-1636 1 55590789 -IAA
rs16343 MID-51 4 17635560 -ITTTAT
rs3031979 MID-2431 8 73501951 -IATTG
rs34122827 MID-2264 13 63778778 -IAAGT
rs133052 MID-2256 22 41042364 -ICAT
rs6490 MID-128 12 108127168 -IATT
rs4181 MID-15 2 42577803 -IAAATACACAC
rs3030826 MID-2241 6 67176774 -/IGTCCAATA
rs140708 MID-419 6 170720016 -/AATGGCA
rs1611026 MID-943 5 82545545 -ITGAT
rs16438 MID-159 20 25278470 -/CCCCA
rs2308161 MID-2005 10 69800909 -IAACAAT
rs16687 MID-250 7 83887882 -/ICA
rs2307998 MID-1802 5 7814345 -IGGA
rs2307803 MID-1607 3 108981031 -ITG
rs2307930 MID-1734 6 84476378 -|ICCAT
rs25630 MID-406 6 14734341 -IAG
rs2307582 MID-1386 1 247768775 -IAAACTATTCATTTTTCACCCT
rs2307922 MID-1726 1 39896964 -ICAAGAACTATAAT/CACTATCTATTAT
rs11267926 MID-3626 15 45526069 -IAATATAATTTCTCCA
rs25584 MID-360 12 112145217 -IAA
rs2307799 MID-1603 5 70828427 -ITTGT
rs34541393 MID-2719 20 30701405 -IAACT

Legenda- Cddigo rs: Listagem dos marcadores de acordo com dbSNP -132; MID: Nomenclatura dos marcadores
de acordo com o banco de dados Marshfield Diallelic Insertion/Deletion Polymorphisms.
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A reagdo foi composta por 2,5 pL de tampdo Master Mix 2x, 0,5uL de Mix de
primers, 1,5 UL de agua reagente para laboratério tipo | e 1uL de DNA com a concentracdo
padronizada a 1 ng/uL, contendo em seu volume final 5,5 puL. Do produto de PCR é retirado 1
uL e adicionado 8,8 pL de Formamida HI-DI e 0,2 puL do padrdo de tamanho interno (STD -
size standard) GeneScan™ 500 LIZ® ambos Applied Biosystems. A reacdo é desnaturada a
96°C por cinco minutos e resfriada a 4°C por mais cinco minutos, posteriormente.

A deteccdo dos polimorfismos nos fragmentos gerados foi feita por eletroforese
capilar no sequenciador automético ABI 3500 (Applied Biosystems®). Os eletroferogramas
gerados foram analisadas no software Gene Mapper V4.1(AppliedBiosystems®). Os alelos de
INDELSs séo classificados como Alelo 1 (curtos) e Alelo 2 (longos) como podemos observar

na figura 5.

Figura 5 — Eletroferograma da andlise dos fragmentos representando os possiveis alelos em
diferentes marcadores com exemplos de homozigose e heterozigose
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2.7 Analises estatisticas

As estimativas de frequéncia alélica e haplotipica dos genes HLA-DQA1 -DQB1 e -
DRB1, haplétipos de ancestralidade, desequilibrio de ligacao, equilibrio de Hardy-Weinberg e
indices moleculares foram realizados com o software Arlequin v 3.11 (Excoffier 2005). Para
as comparacOes entre populacdes e diferenciagdo genética dentro dos grupos (Fst) foi

utilizado o mesmo software.
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A estimativa de ancestralidade foi calculada baseada nos os valores de razdo de
verossimilhancga obtidos com um algoritmo de classificacdo Bayesiana realizadas no software
Structure v2.3.3., com uma "burnin length” de 100,000 seguida de 100,000 repeticdes de
Monte Carlo via Cadeias de Markov. Foram utilizados os parametros "Admixture Model",
ndo considerando informagdes prévias sobre as amostras e “Allele Frequency Models”
considerando os loci correlacionados ou independentes; O nimero de grupos presumidos
presentes no conjunto de dados foi K=3, utilizando o painel de diversidade HGDP-CEPH
(subconjunto H952) como referéncia para as populagdes ancestrais europeia, africana e
amerindia.

As analises de variancia foram realizadas através de ANOVA considerando um fator e
quando necessario (com a rejeigdo da hipotese nula —HO) foi aplicado o teste de comparagdes
multiplas de Tukey, que tem como estratégia definir a menor diferenca significativa. Estas
analises foram realizadas com o software Action.

Para elaboracdo do grafico de analise do escalonamento multidimensional (MDS) das

distancias genéticas foi utilizado o software SPSS Statistics (IBM).
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3 RESULTADOS

Primeiramente sera apresentado o perfil ancestral dos 972 pacientes DM1 de acordo
com os estados de origem das amostras. Quanto ao perfil genético dos 46 marcadores de
ancestralidade, esta coorte serd comparada com dados j& publicados da populacéo brasileira.
Posteriormente, sera realizada analise de frequéncia alélica e haplotipica dos genes HLA-
DQAL, -DQB1 e DRB1 em 479 pacientes e por ultimo serdo feitas correlagdes quanto a etnia
e idade ao diagndstico. O numero de participantes por centro, caracterizado pelo Estado em
que reside esté descrito na tabela 5.

Tabela 5 - Distribuicdo dos 972 participantes por estado de origem analisados por

ancestralidade genémica e tipificacdo do HLA

Anélise Molecular RJ SP RS BA DF CE PR PA Total
Ancestralidade Genética 142 274 111 124 141 107 45 27 972
Tipificacdo HLA 42 200 86 107 44 - - - 479

3.1 Perfil epidemiologico

Do total de 972 participantes, 442 (45,47%) sé&o homens e 530 (54,52%) mulheres. As
médias de idade e idade ao diagndstico (IDD), com respectivos d.p., estdo descritas na tabela
6. Ndo houve diferenca significativa entre a média de idade e idade ao diagnoéstico em homens

e mulheres.

Tabela 6 — Caracterizag¢do epidemioldgica da populacdo estudada

Teste

Homens Mulheres estatistico (p)
N 972 442 530
Minimo de idade 11 13
Média de idade £ d.p. 29.2+119 31.8%120 F=112,182 Ns
Méaximo de idade 68 70
Minimo de IDD 1 1
Média de IDD = d.p. 144495 153495 F =2,0884 Ns

Méaximo de idade 54 52
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3.2 Caracterizacao do perfil ancestral da amostra e autodeclaragdo

A populacdo DM1 apresentou em média 67,8% de ancestralidade genémica Europeia,
19,7% Africana e 11,2% Amerindia. Quanto a etnia autodeclarada, 53,2% dos individuos se
disseram brancos 8,7% negros, 36,8% pardos e 1,2% indigenas.

No Grafico 1 podemos observar, de acordo com a autodeclaragéo étnica, a propor¢éo
da ancestralidade gendmica inferida. O grupo de individuos autodeclarados indigenas nao foi
incluido nesta analise por ndo ser considerado representativo (n=12), mas apresentou em
média 8% de ancestralidade gendmica amerindia, 78% europeia e 13% africana. Houve
diferencas significativas entre as médias de ancestralidade genémica, verificadas na analise de
variancia (ANOVA) (F= 993.8092; p=5,0x10").

Gréafico 1 — Box plot com a distribuicdo dos percentuais de ancestralidade gendmica quanto a

autodeclaracédo
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Com o teste de comparagdes multiplas de Tukey foi possivel observar diferencas entre
as médias de pares especificos (tabela 7). N&o foi possivel observar diferencas significativas
entre as médias de ancestralidade genémica entre os grupos: Pardos x Brancos e Pardos x
Negros quanto a ancestralidade amerindia. Todos os demais grupos obtiveram diferencas

significativas (p=<0,00000) entre médias de ancestralidade gendmica.

Tabela 7 — Comparacdo entre as médias de ancestralidade gendmica nos grupos étnicos

autodeclarados

Niveis Centro Limite Inferior Limite Superior P-valor

Af NxAf B  0,32024 0,27607 0,36440 <0,00000
Af PxAf B 0,13888 0,11293 0,16482 <0,00000
Af PxAf N -0,18136 -0,22689 -0,13583 <0,00000
Eu PxEu B  -0,15377 -0,18356 -0,12398 <0,00000
Eu PxEu_ N  0,20003 0,14775 0,25231 <0,00000
Eu NxEu B -0,35380 -0,40451 -0,30309 <0,00000
Am_NxAm_B 0,03217 0,00172 0,06261 0,035472
Am_PxAm_B 0,01361 -0,00427 0,03150 0,174665
Am PxAm N -0,01856 -0,04994 0,01283 0,347685

Legenda: AF= Ancestralidade gendmica Africana; Eu= Ancestralidade genémica Europeia; Am= Ancestralidade
gendmica amerindia; N= Grupo autodeclarado Negro; B= Grupo auto declarado Branco; P= Grupo
auto declarado Pardo. Centro= Diferenga entre as médias; Limites= Intervalo de confianc¢a)

O percentual de ancestralidade gendmica individual e global das amostras deste estudo
foi inferido por Estado a fim de permitir a visualizacdo de diferencgas regionais. As estimativas
de proporcdo de ancestralidade genética global podem ser visualizadas na tabela 8. Os
resultados da estimativa individual estdo disponiveis no Anexo C. A representacdo grafica da
analise individual frente as populacdo de referéncia do painel de diversidade HGDP-CEPH
estd representada na figura 6. Todos os Estados participantes apresentam ancestralidade
predominante europeia, em torno de 63-68%, com excecao do estado da Bahia, que obteve um
percentual de ancestralidade europeia um pouco inferior (51%) e Rio Grande do sul e Parana,

gue obtiveram percentuais mais elevados (81%).



Tabela 8 — Estimativa de ancestralidade gendmica glogal por Estado participante

Origem Ancestralidade Gendmica -
Regido Estado Ancestral AIM (%)
Norte Para EUR 0,64
AFR 0,15
AM 0,2
Nordeste Bahia EUR 0,51
AFR 0,4
AM 0,08
Ceara EUR 0,69
AFR 0,16
AM 0,14
Centro-oeste Distrito Federal EUR 0,66
AFR 0,21
AM 0,11
Sudeste Rio de Janeiro EUR 0,63
AFR 0,27
AM 0,09
Séo Paulo EUR 0,68
AFR 0,18
AM 0,13
Rio Grande do
Sul Sul EUR 0,81
AFR 0,12
AM 0,06
Parana EUR 0,81
AFR 0,09
AM 0,09
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Figura 6 —Triangle plot da representacdo visual da proporcdo de ancestralidade genética

individual

Sdo Paulo Rio de Janeiro Distrito Federal

Rio Grande do Sul Bahia Ceard

o Cluster Amerindio
@ Cluster Caucasiano
Cluster Africano

Populacdo DM1

Parand Para

Legenda: Cada individuo € representado no grafico por um ponto e a proporc¢ao de mistura € equivalente a
distancia dos pontos nos vértices do triangulo, onde estdo localizadas as popula¢des ancestrais de
referéncia do painel CEHP (K=3; europeu, africano ou amerindio).

Os dados obtidos a partir dos 46 AIM-Indels analisados na populagdo DM1 foram
comparados com dados ja publicados de um estudo multicéntrico, realizado com 798
individuos saudaveis de diferentes regides do Brasil, em que foram utilizados 0s mesmos
marcadores (Saloum de Neves Manta, Pereira et al. 2013). As populagcdes ancestrais de
referéncia Africanas, Amerindias e Europeias do painel CEHP também foram incluidas na
andlise. Algumas diferencas regionais ja foram relatadas por Manta et al [56], e ndo serdo

discutidas neste trabalho. Apos a correcdo de Bonferroni para testes multiplos o valor de P foi
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considerado significativo quando <0,000045, em um nivel de significancia de 0,05. A matriz
de distancia genética, com valores de P e Fst, pode ser visualizada no anexo D.

Na analise de distancia genética pareada, os pacientes DM1 dos Estados do Rio de
Janeiro, S&o Paulo, Parana e Rio Grande do Sul foram considerados proximos geneticamente
das populacdes saudaveis destes respectivos Estados, sem valores de Fst significativos.

Os Estados da Bahia, Ceard, Para e do Distrito Federal ndo dispunham de informagéo
genética dos 46 marcadores em populacdes saudaveis para que pudessem ser comparados com
os dados obtidos dos pacientes deste estudo. A andlise do escalonamento multidimensional

(MDS) das distancias genéticas esta representada no gréfico 2.

Gréfico 2 — Grafico MDS da distancia genética entre as populagdes analisadas
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Legenda: (Siglas: AM_SI- Amazonas, Santa Isabel do Rio Negro; AM: Manaus; PE: Pernambuco; AL: Alagoas;
MS: Mato Grosso do Sul; AM_TE: Terena; MG: Minas Gerais; ES: Espirito Santo; RJ: Rio de
Janeiro; SP: Sdo Paulo; PR: Parana; SC: Santa Catarina; RS: Rio Grande do Sul; D_RJ: DM1 Rio de
Janeiro; D_SP: DM1 S&o Paulo; D_RS: DM1 Rio Grande do Sul; D_DF: DM1 Distrito Federal;
D _CE: DM1 Ceard; D_BA: DM1 Bahia; D_PA: DM1 Para; D_PR: DM1 Parana; HGDPAFRI:
populacdo de referéncia Africana; HGDPAME: populacdo de referéncia Amerindia; HGDPEURO:
populacédo de referéncia Europeia).



49

A populagdo DM1 da Bahia mostrou diferencas significativas nos valores de Fst entre
todas as 24 populagdes analisadas, incluindo as populagdes de referéncia. A mesma ainda
mostrou-se mais proxima geneticamente da populacdo ancestral Europeia (0.08618) do que
Africana (0.14105). O Ceara (DM1) foi o Estado da regido nordeste do pais que apresentou
maior proximidade genética da populacdo ancestral europeia (0.02665), enquanto
Pernambuco e Alagoas (da populacdo saudavel) obtiveram respectivamente 0.04762 e
0.04950 (dados da Bahia ja citados). O Ceard obteve proximidade também das seguintes
populagdes: Parand (Saudavel e DM1), Mato Grosso do Sul, Espirito Santo, Sdo Paulo
(Saudavel e DM1), Santa Catarina, Rio Grande do Sul (Saudavel e DM1) e DM1 do Paré e
Distrito Federal.

O Estado do Para esteve préximo geneticamente da populacdo Europeia (0.05557) e
Amerindia (0.18842) do painel CEHP e também dos seguintes estados: Amazonas,
Pernambuco, Alagoas, Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo, Parang, Santa Catarina e Rio Grande
do Sul.

3.3 Tipificagcdo molecular dos genes HLA-DQAL, DQB1 e DRB1

Dos 972 individuos em que foi realizada analise molecular de ancestralidade, 479
foram genotipados para os loci HLA-DQAL, -DQB1 e -DRB1. A populacdo estudada
encontra-se em desequilibrio de ligacdo (Pairwise Linkage Disequilibrium - PLD) entre os
trés loci analisados (p=<0,000001). O teste de equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) mostrou
significativo desequilibrio de ligacdo entre todos os loci e também foi possivel observar maior

heterozigosidade do que o esperado (tabela 9).
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Tabela 9 — Diversidade genética dos genes HLA tipificados
indice de diversidade Molecular

L ocus céﬁia(:ilo N° de Heterozigosidade Heterozigosidade VE;OVrV d-e d.p.
gene alelos observada esperada 0
DQA1 958 15 0.94572 0.87429 0.00000 0.00000
DQB1 958 25 0.81837 0.80751 0.00000 0.00000
DRB1 958 55 0.89770 0.88964 0.00000 0.00000
Média 958.000 31.667 0.88727 0.85715 - -
d.p. 0.000 20.817 0.06431 0.04366 - -

Pairwise Linkage Disequilibrium (PLD)
Pares de loci Valor de p

Par DQAL1;DQB1 P=0.00000

Par DQAL; DRB1 P=0.00000

Par DQB1;DRB1 P=0.00000

As frequéncias alélicas e haplotipicas podem ser observadas no apéndice. No total
foram observados 154 hapl6tipos. Todos os hapl6tipos encontrados nos 479 pacientes foram
classificados quanto a origem étnica e efeito relacionado ao DM1 de acordo com a literatura
ou com a base de dados Allele Frequency (www.allelefrequency.net) que disponibiliza dados
mundiais de frequéncia alélica e haplotipica de loci polimdrficos. Na tabela 10 temos os 10
hapl6tipos mais frequentes na populacdo estudada com o respectivo efeito no DM1 e origem
étnica descrita. Dos 958 haplétipos dos pacientes DM1 66,3% sdo de suscetibilidade, 28,3%
de protecdo, 5% de efeito desconhecido e 0,4% sdo considerados neutros. O nimero de
hapl6tipos classificados quanto a origem étnica e estratificada pelo efeito relatado na
respectiva etnia pode ser observado na tabela 11. Em todos os grupos étnicos foi possivel
observar a predominancia de haplotipos relacionados a suscetibilidade ao DM1, mas em
caucasianos 41,7% dos hapl6tipos presentes sdo considerados protetores. Dos hapl6tipos ndo
relatados em nenhum grupo étnico (NR) 81% (n=38) ndo puderam ter nenhum tipo de efeito
relacionado, aqueles que tiveram, foram classificados por possuirem os alelos altamente
relacionados a suscetibilidade DQA1*03:01/DQB1*03:02 e ndo apresentarem nenhum alelo
de protecdo no loci DRB1. Um haplotipo NR foi classificado como protetor pois tal efeito foi

descrito em em africanos considerando apenas os loci DRB1 e DQB1 em alta resolucéo.
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Tabela 10 — Haplotipos mais frequentes, com origem étnica e efeito relatado no DM1

DRB1 DQAl DQB1 Banco de Dados Literatura Efeito Referéncia
0301 0501 0201 Cau Cau S Noble,2012
Cau -EUA e Norte Noble,2012/Howson,

0701 0201 0202 da Africa Cau/Afr P/IN 2013

0405 0301' 0302 Cau -ltalia Cau S Noble, 2012

0405 03022 0302 Cau-EUA Cau S Thomson, 2007
0402 0301 0302 Cau -ltalia Cau S Noble, 2012

0401 0301 0302 Cau-Inglaterra Cau S Noble, 2012

Cau/ Noble, 2012/Thomson

0101 01013 0501 Cau Cau;Afr;Asi P/S 2007

1302 0102 0604  Afr Afr S Noble, 2013

0901 0302* 0202 Afr Afr S Black, 2013

0102 0101% 0501 Afr/Cau Cau P Erlich, 2008

Nota: Ambiguidades néo esclarecidas: 10301/0302/0303; 20302/0303; 20101/0104/0105; *0302/0505/0509.

Tabela 11 — Classificacdo étnica dos haplotipos estratificado pelo efeito

Etnia Desconhecido Protecdo Suscetibilidade Total
N N N N (100%)
Africano 14 (8,3%) 51 (30,4%) 103 (61,3%) 168
Amerindio 1 (4%) 2 (8,0%) 22 (88%) 25
Caucasiano 5(1,1%) 195 (41,7%) 268 (57,3%) 468
Etnia Variavel 1 (0,4%) 22 (8,6%) 234 (91,1%) 257
Né&o Relatado 31 (77,5%) 1 (2,5%) 8 (20%) 40
TOTAL 52 (5,4%) 271 (28,3%) 635 (66,3%) 958

A origem étnica do hapl6tipo e o efeito relacionado ao DM1 foram testados quanto a

variavel idade ao diagnostico por ANOVA. A etnia atribuida aos hapl6tipos nesta analise ndo

obteve resultados significativos (teste F=1,19709; p=0,30799). Ao analisar a etnia dos

hapl6tipos de cada individuo (considerando a origem étnica dos dois haplotipos

simultaneamente) foi possivel observar diferencgas estatisticamente significativas na idade ao

diagnostico (p=0,00000) (tabela 12). A presenca de dois haplotipos de origem Caucasiana

parece retardar em média 5 anos o surgimento do DM1 (17 anos) quando comparado aos

individuos portadores de dois hapldtipos de origem africana (11 anos). Isso pode ser

relacionado a maior frequéncia de hapl6tipos protetores de origem caucasiana na amostra.



Tabela 12 — Anélise da etnia ligada aos haplotipos herdados pelos 479 individuos

Etnia dos haplotipos N Média  Varianca d.p.
Afr_Afr 11 11,6 418,545 64,695
Afr_Asi 1 17 - -
Afr_Cau 73 15,5 880,586 9,384
Afr_Ev 60 15,8 903,661 95,061
Afr_Nr 5 16,4 124,3 11,149
Am_Afr 2 7 2 14,142
Am_Cau 16 15 729,333 85,401
Am_Nr 2 14,5 312,5 176,777
Cau_Afr 3 21,3 2,263,333 150,444
Cau_Asi 1 11 - -
Cau_Cau 96 17,4 1,056,815 102,801
Cau_Ev 63 16,8 982,632 99,128
Cau_Nr 5 11,6 126,8 112,606
Ev_Afr 2 8 50 70,711
Ev_Am 3 13 7 26,458
Ev_Cau 105 16 1,134,511 106,513
Ev_Ev 7 17 1,296,667 113,871
Ev_Nr 8 11,8 870,714 93,312
Nr_Am 2 7 32 56,569
Nr_Cau 9 19,7 203 142,478
Nr_Ev 2 19 32 56,569
Nr_Nr 3 9 3 17,321

Nota: Ev- Haplétipo com etnia varidvel; NR- Haplotipo com etnia ndo relatada.
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O efeito relacionado ao haplotipo no DM1 também implicou em diferencas

significativas na IDD (tabela 13).

Tabela 13 — Influéncia do efeito atribuido ao gen6tipo na idade ao diagnostico

Efeito Meédia de IDD Variancia d.p Teste F
Neutro 17,75 180,917 13,451
DesconNhemdo 14,7 100,794 10,040 579,747
Protecdo 18 101,190 10,059
Suscetibilidade 15 96,220 9,807

Nota: IDD= Idade ao diagnéstico.

Considerando o efeito dos dois haplotipos HLA (cada um presente em um

cromossomo) também foi possivel observar diferencas significativas na IDD (tabela 14). Nas

duas anéalises e possivel observar que haplotipos de efeito desconhecido apresentam uma

média de IDD proxima aqueles relacionados a suscetibilidade.
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Tabela 14 — Influéncia do efeito atribuido aos hapldtipos individuais na idade ao diagndstico

(Eljzg?l-HapIZ) N '\fng'a Variancia d.p. TesteF P
D-D 4 9,3 34,9167 5,909

P-D 13 20,7 103,5641 10,1766

P-N 2 22,5 4205 20,5061

P-P 44 19,8 93,5153  9,6703

S-D 25 13,3 97,1433  9,8561 2:80408 0,00721
S-N 2 13,0 32 5,6569

S-P 171 16,8 101,365 10,068

S-S 218 146 93,824  9,6863

Nota: D-D: Desconhecido-Desconhecido; P-D: Prote¢do-Desconhecido; P-N: Protecdo-Neutro; P-P: Protecéo-
Protecdo; S-D: Suscetibilidade-Desconhecido; S-N: Suscetibilidade-Neutro; S-P: Suscetibilidade-Protecéo; S-S:

Suscetibilidade-Suscetibilidade.

3.4 Andlise das frequéncias HLA por ancestralidade genémica

A analise de frequéncia de alelos e haplétipos HLA de acordo com a ancestralidade
genética foi realizada através da categorizacdo dos percentuais de ancestralidade inferidos,
transformando-os em hapl6tipos numéricos. A categorizacdo dos hapldtipos de ancestralidade
ocorreu da seguinte forma: quando o percentual de ancestralidade de determinada etnia
(Amerindio, Europeu, Africano) foi de 0,0 até 0,20 foi denominado Alelo 01; de 0,21-040:
Alelo 02; de 0,41- 0,60: alelo 03; 0,61-0,80: Alelo 04; de 0,81-1,00: Alelo 05. Desta forma a
analise englobaria um possivel efeito de ancestralidade residual, considerando o nivel de
miscigenacdo entre trés etnias inferidas. No total foi possivel observar 19 diferentes

haplotipos de ancestralidade e suas frequéncias estdo relatadas na tabela 15.

Foram considerados 7 grupos étnicos de acordo com os hapldtipos de ancestralidade
gendmica. Os grupos Caucasiano (n=298), Africano (n=34) e Amerindio (n=3) continham o0s
individuos que receberam para a respectiva ancestralidade genémica os alelos 04 ou 05. O
individuos incluidos no grupo Miscigenado (n=66) foram aqueles que receberam o alelo 2
para os trés tipos de origem ancestral ou receberam o alelo 3 para mais de uma ancestralidade.
Aqueles que apresentaram um grau de miscigenagdo que ndo permitiram a sua incluséo em
determinado grupo étnico de acordo com a ancestralidade por apresentarem desequilibrio nas

proporcdes de mistura foram incluidos em subgrupos de miscigenados, considerando a etnia
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de contribuicdo majoritaria (Miscigenado/Caucasiano - n=55; Miscigenado/Africano - n=22;
Miscigenado/Amerindio - n=1). Os grupos Amerindio e Miscigenado/Amerindio ndo foram

incluidos nas analises por ndo serem representativos estatisticamente.

Tabela 15 —Frequéncia dos haplotipos de ancestralidade genética
Haplétipo
(AM-EU-AF)
CAUCASIANO 01-05-01 154 0,32150 32,2
CAUCASIANO 01-04-02 74  0,15449 15,4
MISCIGENADO  01-03-03 49  0,10230 10,2
CAUCASIANO 01-04-01 43  0,08977 9,0
CAUCASIANO 02-04-01 27  0,05637 5,6

Grupos Etnicos N Frequéncia %

MIS/CAU 01-03-02 25  0,05219 5,2
AFRICANO 01-02-04 19  0,03967 4,0
MIS/CAU 02-03-01 19  0,03967 4,0
MISCIGENADO  02-02-02 12  0,02505 25
MIS/AFR 01-02-03 11  0,02296 2,3
MIS/CAU 02-03-02 11  0,02296 2,3
MIS/AFR 02-02-03 7 001461 1,5
AFRICANO 01-01-04 6 001253 1,3
AFRICANO 01-01-05 5  0,01044 1,0
MISCIGENADO  03-03-01 5  0,01044 1,0
MIS/AFR 02-01-03 4  0,00835 0,8
AFRICANO 02-01-04 4 0,00835 0,8
AMERINDIO 04-02-01 3 0,00626 0,6
MIS/AM 03-02-01 1 0,00209 0,2

A distribuicdo dos hapldtipos HLA estratificados pelo efeito relacionado e
ancestralidade genémica podem ser visualizados na tabela 16. Do total de haplétipos
observados, 66,1% eram de suscetibilidade, 28,7% de protecdo e 4,5% de efeito
desconhecido. O maior percentual de haplotipos de efeito desconhecido foi observado no
grupo miscigenado/africano. O grupo étnico Africano foi o que obteve menor frequéncia de

haplotipos de suscetibilidade (58,8%) e a maior de hapl6tipos protetores (35,2%).
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Tabela 16 — Distribuicdo dos haplotipos de acordo com etnia definida por AIM, estratificado

pelo efeito

Desconhecido  Protecao

Suscetibilidade Total

n
AIM n (%) n (%) n (%) (100%)
Afr 4(58%) 24(352%) 40 (58,8%) 68
162
Cau 24 (4,0%)  (27,6%) 410 (68,7%) 596
Mis 6(45)  45(34,0%) 81(61,3%) 132
Mis/Afr 6 (13,6%) 10 (22,7%) 28 (63,6%) 44
Mis/Cau  9(8,1%)  32(29,0%) 69 (62,7%) 110
275
TOTAL 50 (45%)  (28,7%)  633(66,1%) 950

Ao analisar a distribuicdo dos dois haplétipos parentais dentro dos grupos definidos

por ancetralidade genémica (tabela 17) foi possivel visualizar que os individuos portadores de

dois haplotipos de protecdo eram em sua maioria africanos (20%) ou mis/afr (14,89%).

Tabela 17 — Distribuicdo dos dois haplotipos quanto ao efeito nos grupos étnicos definidos

por AIM
AIM Efeito
D-D P-D P-N P-P S-D S-N S-P S-S n

Afr 0 10.00% 0 20.00% 0 0 45.00% 25.00% 20
Am 0 0 0 0 33.33% 0 33.33% 3333% 3
Cau 097% 0.97% 0 7.25% 483% 0.48% 39.61% 45.89% 207
Mis 1.82% 545% 1.82% 5.45% 545% 1.82% 34.55% 43.64% 55
Mis/Afr 0 426% 2.13% 14.89% 10.64% 0 31.91% 36.17% 47
Mis/Am 0 0 0 0 25.00% 0 25.00% 50.00% 4
Mis/Cau 0.7% 2.8% 0 10.49%  3.50% 0 30.77% 51.75% 143
TOTAL 084% 271% 042% 9.19% 5.22% 0.42% 35.70% 45.51% 479

Foi verificada a distribuigdo dos haplotipos heterozigotos DR3/DR4 de acordo com a

classificacdo étnica (tabela 16). Foram observadas diferencas no efeito deste gendtipo de

acordo com a etnia na média de idade ao diagndéstico (p=0,00012). Africanos apresentaram a

menor IDD e caucasianos a maior, com excec¢ao do grupo miscigenado/africano que teve em

média 18,7 anos de IDD. N&o houve a ocorréncia deste genotipo nos grupos amerindio e

miscigenado/amerindio.
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Tabela 18 — Ocorréncia do gendtipo heterozigoto DR3/DR4 nos diferentes grupos étnicos

% Sobre N
Etnia N DR3/DR4 Média IDD p total
Cau 49 (46,2%) 14,6 298(16,4%)
Afr 3(2,8%) 13 34 (8,8%)
Mis 10 (9,4%) 14 0,00012 66 (15,2%)
Mis/Afr 8 (7,5%) 18,7 22 (36,4%)
Mis/Cau 36 (34%) 13,8 55 (65,4%)
Total 106 (100%) 14,8+2,25 475 (22,1%)

Na analise de classificacdo étnica por ancestralidade genémica ndo foi possivel
observar diferencas entre as médias de idade ao diagnostico tanto nos grupos pré-
estabelecidos (P = 0,90886) quanto nos haplétipos numéricos de ancestralidade (P = 0,68154).
A andlise de comparacdo da frequéncia haplotipica entre os grupos ancestrais definidos
geneticamente ndo apresentou diferencas significativas (dados ndo mostrados). Os indices de
diversidade molecular dos grupos, gerados pelo software Arlequin, podem ser observados na
tabela 17. A heterozigosidade observada s6 ndo foi maior que o esperado no grupo
Miscigenado no loci DRB1 e no grupo Miscigenado/Africano nos trés loci (-DRB1-DQA1-
DQB1) analisados. No grafico 3 observa-se em percentual a diversidade de alelos nos 3 loci
de acordo com o grupo étnico. O grupo Caucasiano possui visivelmente menor diversidade de
alelos, enquanto os grupos Africano e Miscigenado/Africano apresentam maior diversidade

alélica.

Grafico 3 — Percentual de diversidade alélica dos loci HLA nos grupos étnicos
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Tabela 19 — indices de diversidade molecular de acordo com ancestralidade genética

Indices de Diversidade Molecular

CAU AFR MIS  MIS/AFR MIS/CAU  Média d.p.
N° de copias 596 68 132 44 110 190.000  229.565
N° de loci 3 3 3 3 3 3.000 0.000

Heterozigosidade

Loci CAU AFR MIS MIS_AFR MIS_CAU
Het. Obs. Het. Esp. Het. Obs. Het. Esp. Het. Obs. Het. Esp. Het. Obs. Het. Esp. Het. Obs. Het. Esp.
DQA1l 0.96309 0.86858 0.97059 0.88191  0.95455 0.88723  0.77273 0.89535 0.89091  0.87807
DQOB1 0.80872 0.78905 0.85294 0.84284 0.83333 0.83634  0.77273 0.87421 0.83636  0.80701
DRB1 0.89597 0.88421 0.94118 0.89201 0.87879 0.89706 0.86364 0.91121 0.90909  0.89575
Média 0.88926 0.84728 0.92157 0.87226 0.88889  0.87354 0.80303 0.89359 0.87879  0.86027
d.p. 0.07740 0.05103 0.06123 0.02597 0.06123 0.03259 0.05249 0.01856 0.03785 0.04697

NUmero de alelos observados

Loci CAU AFR MIS  MIS/AFR MIS/CAU Média d.p. Total
DQA1 15 13 13 12 12 13.000 1.225 15
DQB1 20 13 14 12 13 14.400 3.209 23
DRB1 50 19 32 18 28 29.400 12.954 55
Média 28.333 15.000 19.667 14.000 17.667 18.933 5.708 31.000

d.p. 18.930 3.464 10.693 3.464 8.963 9.103 6.378 21.166

Nota:CAU= Caucasiano; AFR= Africano; MIS= Miscigenado.
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4 DISCUSSAO

A classificacdo racial pode ser realizada de trés formas: autoatribuicéo, onde o proprio
sujeito escolhe o grupo do qual se considera; Heteroatribui¢cdo, onde outra pessoa define o
grupo do sujeito; Analises genéticas, onde ha identificacdo de grandes grupos populacionais
dos quais provieram o0s ascendentes proximos. Ndo hd como garantir congruéncia entre as
classificacfes dos sujeitos obtidas mediante a aplicacdo desses métodos. A autoatribuicdo ou
heteroatribuicdo sdo influenciadas por fatores culturais, histdricos, ambientais e diferencas
fenotipicas que ficam a critério de percepc¢des individuais. Por sua vez, a ancestralidade
genética pode ndo refletir a aparéncia fisica dos individuos, pois o grupo de marcadores
responsaveis por determinar caracteristicas como cor da pele, olhos, tipo de cabelo, dentre
outras caracteristicas comunmente relacionadas a etnia é limitado.

Durso, et al. (2014), buscou associar polimorfismos j& bem relacionados a
pigmentacdo da pele com a ancestralidade genémica e a autodeclara¢do em uma populacéo do
Rio de Janeiro e Sdo Paulo. Tanto os marcadores de pigmentacdo quanto os de ancestralidade
mostraram-se incapazes de predizer a autoatribuicdo de cor dos individuos. Uma vez que 0s
genotipos realacionados a pigmentacdo foram estatisticamente independentes das estimativas
de ascendéncia. Usando a Andlise de Componentes Principais (PCA) procurou-se verificar se
os indices de pigmentacdo somados a ascendéncia genética africana e amerindia poderiam
prever a autoatribuicdo de cor. Mais uma vez, foi observada grande variacdo na classificacdo
dos individuos, principalmente na categoria parda. Esta categoria é escolhida por até 42% dos
brasileiros e tem a complicacdo adicional de se distinguir em pelo menos mais trés categorias.
Primeiramente, um grupo com fenotipo percebido como de origem Africana; em segundo
lugar, um grupo que pode ser identificado como predominantemente de ascendéncia
Amerindia e em terceiro lugar, um grupo que expressa adesdo a uma condi¢do historico-
geografica especifica e ndo constitui efetivamente uma identificacdo étnica adequada no
sentido da aparéncia fisica (Durso, et al., 2014).

Pesquisadores e profissionais de salde por muito tempo encararam a etnia apenas
como uma construgdo social ou cultural, sendo muitas vezes ignorada e ndo a considerando
como uma condicdo biolégica que compreende padrées moleculares Gnicos. E possivel
observar diferencas epidemiologicas no estado de salde entre grupos raciais em paises
miscigenados como Brasil e Estados Unidos. Estas diferengas séo provavelmente oriundas de

combinacges entre fatores genéticos, ambientais e particularmente, nivel socioeconémico. A
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fim de se evitar discriminagdes este tema permaneceu pouco explorado e ainda é tratado como
um tabu.

O avanco em torno de conhecimentos moleculares e a disponibilizagdo de novas
tecnologias facilitou o desenvolvimento de pesquisas genéticas, permitindo a identificacdo de
populacbes em risco de desenvolver doencas especificas, adequando tratamentos e medidas
preventivas personalizadas ao grupo mais propenso a responder com maior eficacia (Osorio,
2003; Schlesinger, et al. 2013).

Um estudo realizado em Cuba, que tem uma populacdo com origem ancestral tri-
hibrida como a brasileira, revelou diferencas de proporcdo nas médias de miscigenagdo dentro
dos grupos étnicos estabelecidos pelo censo local, destacando a subjetividade envolvida nas
categorias "blanco”, "mesticos"” e "negro". Este estudo revelou também diferencas no padrédo
de miscigenacdo entre zonas rurais e urbanas que iam de acordo com dados historicos e
arqueoldgicos da regido. A andlise utilizando os AIMS em Cuba indicou que as contribui¢des
médias de ancestralidade europeia, africana e americana nativa foram de 72%, 20% e 8%,
respectivamente. No entanto, em determinadas provincias orientais as contribuicdes genéticas
de africanos e nativos americanos foram relativamente mais elevadas e as contribuicGes
europeias inferiores em comparacao as provincias ocidentais (Marcheco-Teruel, Parra et al.
2014).

A populacdo DM1 em estudo mostrou distor¢bes similares as obsevadas em Cuba
guanto a autodeclaracdo e média de ancestralidade gen6mica. Foi possivel observar
individuos autodeclarados brancos com mais de 70% de ancestralidade africana assim como
individuos declarados negros com contribuicdo majoritaria de ancestralidade europeia. No
grafico 1 foi possivel visualizar que os grupos estratificados por autodeclaracdo apresentam
intensa sobreposicdo quanto aos percentuais de ancestralidade genémica e ha constante
presenca de individuos outliers, mesmo havendo diferencas estatisticas significativas entre as
médias. Os individuos que se autodeclararam negros e pardos predominantemente se
classificaram de maneira que néo refletia sua ancestralidade gendmica quanto aos marcadores
inferidos. Aqueles que se declararam negros tinham em média 45% de ancestralidade genética
africana e 40% de ancestralidade europeia, os pardos, 60% de ancestralidade europeia e 27%
de ancestralidade africana. No nosso estudo, 53,2% dos individuos se autodeclararam brancos
8,7% negros, 36,8% pardos e 1,2% indigenas. Os mesmos apresentaram no total proporcoes
de ancestralidade gendmica média de 67,8% de ancestralidade genémica europeia, 19,7%

africana e 11,2% amerindia.
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No Brasil, devido ao processo desordenado de colonizagdo e sua grande extensao
territorial € possivel observar variagGes étnicas relevantes entre as regides. Segundo o IBGE
(2010), a populacdo branca estd mais concentrada no sul do pais e diminui a medida que
avancamos para as regides norte e nordeste (Manta, 2013). A maioria da populacdo negra
estaria localizada nas regides nordeste e sudeste, enquanto a regido norte apresenta a maior
concentracdo de amerindios, caracteristica que decresce na medida em que se avancga para 0
sul do pais. A estrutura genética ancestral da populacdo brasileira tem sido relatada como
aproximadamente 80% europeia, 15% africana e 5% amerindia, com variacdes regionais.
Quanto a autodeclaracao, no nordeste, por exemplo, 59,7% dos individuos se declaram pardos
29% brancos, 9,4% pretos e 0,3% indigenas (IBGE, 2010). No trabalho j& publicado por
Manta, Pereira et al (2013) (Saloum de Neves Manta, Pereira et al. 2013) e na populacédo
DM1 deste estudo, os Estados do nordeste estdo mais proximos geneticamente da populagédo
de referéncia europeia do painel CEHP e da regido Sul do pais. O Estado da Bahia é o que
apresenta o percentual mais elevado de ancestralidade africana (40%), mas ainda assim revela
maior proximidade genética da populacdo europeia (51%) quanto aos 46 AIM-INDELs
inferidos (Fst=0.08618). A populacio DM1 do Ceara apresentou em média 69% de
contribuicdo ancestral europeia, 16% africana e 14% amerindia. Os dados j& publicados da
regido nordeste apresentam as seguintes proporcdes de mistura para regido: 55 % europeia,
26,5% africana e 16% amerindia.

Ao categorizar os individuos deste estudo de acordo com a proporcdo de mistura,
foram observados 19 haplotipos diferentes, o que pode ser considerado um indicador do quéo
diversificada pode ser a populacgdo brasileira, apresentando diferentes niveis de miscigenacéo.
Os trés haplotipos mais comums foram: | - 0 que era relativo a 81% ou mais de ascendéncia
europeia, que apresentou uma frequéncia de 32,2%; Il - o que apresentou ascendéncia
europeia entre 61-80% e africana entre 21-40%, com frequéncia de 15,4%; Il - com
percentuais de ascendéncia europeia e africana entre 41 e 60%, com frequéncia de 10,2% na
populacdo estudada. Apenas trés individuos (0,6%) puderam ser categorizados, de acordo
com os critérios adotados, como amerindios (com % de ancestralidade genébmica amenrindia
entre 61-80). O hapl6tipo com contribuicdo percentual de ancestralidade amerindia acima de
20% mais frequente foi visto em apenas em 4% dos individuos. Os demais haplétipos com
20% ou mais de contribuigdo ancestral amerindia obtiveram frequéncias entre 2,5-0,2%. Por
conta da baixa representatividade estatistica, este grupo étnico foi excluido das andlises

estatisticas posteriores.



61

O perfil de ancestralidade genética da populacdo DM1 é concordante com as
informagdes ja publicadas da populacéo brasileira saudavel, incluindo dados referentes aos 46
marcadores utilizados neste estudo. Entretanto, ¢ notavel a discordancia entre a etnia
autodeclarada e a genémica. Nossas analises reforcam a existéncia de estratificacdo
populacional substancial em populacBes miscigenadas o0 que torna a categorizacdo étnica
desses individuos um desafio especial. Grupos contendo pessoas com diferentes niveis de
mistura também podem ser particularmente Uteis para estudos genético-epidemioldgicos, pois
h& a necessidade de controlar os efeitos que a etnia pode trazer, como por exemplo, em
estudos de associacdo, caso controle e efeito atribuido a polimorfismos (Marcheco-Teruel, et
al. 2014).

Com base no exposto, pode-se argumentar que o0 uso da auto-atribuicdo de cor pode
ndo ser o parametro ideal para estudos em populacGes miscigenadas, como a brasileira por ser
influenciada por diversos fatores como: pigmentacdo da pele, do cabelo e dos olhos, tragos
faciais e histdricos familiar, bem como, fatores externos que podem variar da exposicao a luz
solar ao nivel de renda, classe social e escolaridade (Pena et al, 2011). Cabe aos pesquisadores
buscarem métodos eficazes para tal na tentativa de diminuir o viéz que a classificacdo étnica
inadequada pode trazer aos estudos genéticos.

A frequéncia de determinados alelos e diferentes fenotipos variam substancialmente
entre grupos raciais, levando a diferencas na expressao dos préprios fen6tipos na salde e na
doenca (Fine, lbrahim et al. 2005). Os genes HLA sdo os mais polimdrficos do genoma
humano e a ocorréncia destes alelos em alguns casos € especifica & determinada etnia. Alelos
e combinacdes especificas destes genes sdo considerados o principal fator genético para a
deflagracéo da autoimunidade no diabetes tipo 1.

O DM1 possui uma incidéncia até quatro vezes maior em caucasianos e a maioria dos
estudos de genes candidatos, estudos de ligacdo ou associacdo foram realizados em
populacbes europeias, as quais foram estabelecidas grandes amostras de individuos
ancestralmente homogéneos e expostos a variagdes ambientais também homogéneas
(Marshall, Butler et al. 2005). Entre diferentes populacgdes, as condi¢gdes ambientais ndo sao as
mesmas e diferengas sutis dentro de um contexto genético podem ser o suficiente para alterar
0 risco associado a determinado alelo em uma doenca (Freedman, et al, 2013). Populacgdes
miscigenadas representam desafios, pois nem todos os individuos apresentam 0 mesmo grau
de miscigenacdo tampouco compartilham a mesma historia genealdgica para todos os loci,
além de ser geneticamente mais diversa e apresentar frequéncias diferentes para 0os mesmos

alelos presentes nas populag6es parentais (Shriner, et al. 2011).
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Black, et al. (2013), buscou associar a presenca de haplétipos HLA com diferentes
fendtipos observados no DM1 e associou a presenga do haplétipo DRB1*03-DQB1XX a altos
titulos de anticorpos anti-GADA e 1A-2A em latinos-americanos, o que ndo foi observado em
ndo portadores deste alelo da mesma etnia (OR: 1,82 IC: 1,05-3,15). Em negros, haplotipos
com o alelo DRB1*01, considerado neutro em caucasianos, apresentou maior risco de
desenvolvimento de cetoacidose diabética no inicio da doenga (OR: 3,62 IC: 1,18-11,06),
enquanto brancos portadores deste alelo apresentaram inicio mais tardio em comparacao
aqueles ndo portadores (10,7+0,2 vs 10,1+0,2 anos; p = 0,037). Este estudo alem de associar
as frequéncias de haplétipos HLA-DRB1 -DQB1 com apresentacdes clinicas da doenga
também sugere um papel distinto destes hapl6tipos de acordo com a etnia principalmente para
alelos considerados neutros ou protetores.

A maioria dos haplotipos HLA de suscetibilidade realatados neste estudo é de origem
caucasiana (48,74%), mas algumas particularidades puderam ser observadas. Lipton Drum et
al (2011), publicaram dados referentes a uma populagdo americana, com individuos de
diferentes grupos étnicos, onde relata que 64% dos haplétipos presentes eram de
suscetibilidade, 14% de protecdo, 12% neutro e 11% de efeito indefinido. A idade ao
diagndstico média encontrada em Negros foi de 9,0 anos de idade, em Brancos e Latinos 7,7
anos e no grupo determinado Outros 9,2 anos (Lipton, et al. 2011).

Outro artigo publicado em 2013, também realizado na populacdo americana, relata as
seguintes médias de idade ao diagndstico: Brancos 10,2+0,1; Negros 9,8+0,3 e hispanicos
10,1+0,3) (Black, et al. 2013). Neste estudo americano ndo foi possivel observar diferencas
na IDD entre os grupos raciais nos EUA, mas foram relatadas diferengas nas frequéncias de
alelos e haplotipos DRB1-DQB1 entre os mesmos. Caracteristicas clinicas diferenciadas
também foram descritas entre 0s principais grupos étnicos nos EUA, tais como, diferencas no
perfil de autoanticorpos, ocorréncia de cetoacidose no inicio da doenca e prevaléncia de
sobrepeso.

Na populagdo DM1 brasileira, 66,35% dos haplotipos sdo de suscetibilidade, 28,3%
de protecdo, 4% neutros e 5% indefinidos. Foram vistos também, consideravelmente, mais
haplotipos de protecdo do que o esperado. Nos grupos étnicos estabelecidos de acordo com a
ancestralidade genémica, na populacdo DM1 brasileira, obtivemos as seguintes médias de
IDD: Africanos 16,02; Amerindios 12,6; caucasianos 16,96; miscigenados 15;
miscigenado/africano 16; miscigenado/amerindio 15; e miscigenado/caucasiano 15,9. Em
todos os grupos étnicos a populacdo DML brasileira apresentou IDD maior quando comparada

aos dados de populacGes americanas. Apesar de ndo observarmos neste estudo associacao
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isolada da etnia sobre a idade ao diagndstico a ocorréncia da doenca parece ser retardada na
populagéo miscigenada brasileira, o que pode ser reflexo de diferencas na frequéncia de alelos
e interacdes particulares gene-ambiente, exclusivas da populacéo brasileira.

Lipton, et al (2011), relatou a presenca de haplétipos de suscetibilidade DQA1-DQB1
menor do que o esperado em individuos DM1 ndo caucasianos (52% Suscetibilidade; 13%
neutros e 20% de protecdo 18% indefinido). Na populacdo DM1 brasileira, os individuos do
grupo étnico Africano, definido por ancestralidade genémica, obtiveram 58,8% de haplotipos
de suscetibilidade, 35,2% de protecédo e 5,8% com efeito indefinido. O grupo étnico africano
(com 35,2% de haplotipos de protecdo), o grupo de miscigenados (34%) e o subgrupo
Mis/Cau (29%) foram os que apresentaram maiores percentuais de hapl6tipos de protecdo ou
efeito indeterminado (Efeito Indeterminado — Mis/Afr: 11,35%; Mis/Cau: 7,27%). O grupo
caucasiano foi o que obteve maior percentual de haplétipos de suscetibilidade (68,7%) e o
segundo menor percentual de hapl6tipos com efeito indeterminado (4%), menor apenas que 0
grupo miscigenado que apresentou com 4,5% de hapl6tipos de efeito indeterminado.

Na andlise de influéncia da ancestralidade do haplétipo sobre a idade ao diagndstico,
ao considerarmos cada haplétipo individualmente ndo observamos diferencas significativas
entre as médias de IDD, mas ao assumir a ancestralidade dos dois hapl6tipos simultaneamente
foi revelada diferenca estatistica significativa, sugerindo um efeito cumulativo.

Um aspecto importante da genética do MHC é que estes genes estdo em desequilibrio
de ligacdo, ou seja, a heranca ocorre em blocos com uma associacdo ndo aleatoria dos alelos.
Muitos desses blocos sdo conservados e com frequéncias varidveis entre 0s principais grupos
étnicos ou localizagdes geogréaficas (Zufiga, 2013). No total de hapl6tipos na amostra, 38
foram classificados como NR (ndo relatados anteriormente em alta resolucao de acordo com o
banco de dados Allele Frequency), destes, 31 permaneceram sem efeito algum atribuido ao
DML1. Os haplétipos NR apresentaram uma IDD de em meédia 14 anos de idade, este dado,
sugere que esses haplotipos podem estar relacionados com o risco de desenvolvimento da
doencga. Pouco se sabe sobre combinacdes de alelos ou haplétipos conservados de populagdes
miscigenadas latino-americanas. Até 0 momento ndo ha grandes estudos de associacdo HLA e
caso-controle de diabetes tipo 1 na populacdo brasileira. A definicdo do efeito destes
haplotipos seria de grande contribuicdo para o entendimento da diversidade genética em
populacbes miscigenadas e uma possivel influéncia no padréo de desenvolvimento da doenca.

O mesmo poderia ser elucidado através da comparagdo da sequéncia de aminoacidos
dos alelos de efeito desconhecido com aqueles ja estdo bem estabelecidos ou através de

realizacdo de um estudo caso-controle mais abrangente. Haplotipos considerados neutros ou
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protetores também parecem ter influencia na gravidade dos casos de DM1 que ndo sdo
explorados, principalmente em minorias étnicas e raciais (Black, et al. 2013; Zufiga, 2013).

Nas analises do efeito relacionado ao hapl6tipo sobre a IDD observamos, como
esperado, uma associacdo positiva na IDD dos hapldtipos relatados com efeito de
suscetibilidade e desconhecido, a associacdo foi inversa na presenca de hapldtipos
considerados protetores. Este efeito foi reforcado na anélise em que foi considerado
simultaneamente o efeito dos dois hapl6tipos presente em cada individuo, reduzindo, por
exemplo, a IDD quando observamos a presenca de dois hapldtipos de suscetibilidade ou de
efeito desconhecido.

O genotipo de risco DR3/DR4 ja foi relatado como mais frequente em individuos com
aparecimento precoce da doenca (Howson, et al. 2012). O efeito relacionado ao gendtipo
DR3/DR4 parece ser diferente em afro-americanos, que o apresentam em apenas 12% dos
casos, enquanto na populagéo europeia a proporcao de heterozigotos DR3/DR4 pode chegar a
até 40% em pacientes DM1 (Noble, et al. 2013). Até os 15 anos de idade, 5% de criangas com
este genotipo ira desenvolver autoimunidade e DM1 em comparacdo com apenas 0,3% da
populacdo em geral de acordo com a literatura internacional (Rewers, 2012).

Na populacdo deste estudo foram observados 106 casos de DR3/DR4 (22%) com IDD
média de 14,8+2,25 anos. A ocorréncia deste gen6tipo nos individuos classificados de acordo
com a ancestralidade gendmica foi de 46,2% em caucasianos e 34% em
miscigenado/caucasiano. Nos demais grupos a frequéncia deste gendtipo ndo chegou 10%. A
média de IDD nos portadores de DR3/DR4 foi menor do que a observada na estratificacdo
feita por ancestralidade genémica (Média IDD por ancestralidade genémica: Cau - 16,1/; Afr
- 16,9; Mis - 15; Mis/Afr - 16,3; Mis/Cau - 15,9. vs Média IDD nos portadores do genétipo
DR3/DR4: Cau - 14,6; Afr - 13; Mis - 14; Mis/Afr - 18,7; Mis/Cau: 13,8), com excessdo do
grupo Mis/Afr. O efeito pode ndo ter sido observado neste grupo pelo fato do N (8) ter sido
pouco representativo. Um estudo realizado em hispanicos afirma que todos os alelos DR4 sao
de suscetibilidade em mesticos da América latina, pois estdo em desequilibrio de ligagdo com
DQA1/DQB1 de pré-disposicdo, incluindo alelos DR4 ja relacionados a protecdo em outras
populagdes como DRB1*04:03 / *04:07 / *04:11 . Este mesmo estudo afirma que os alelos de
protecdo em populacdes miscigenadas sdo na realidade ancestralmente oriundos de
amerindios (Gorodezkya, et al , 2006). Esta afirmagdo se encaixaria muito bem historicamente
com os altos percentuais de haplétipos de protecdo encontrados na nossa populagdo, mas
apenas 25 hapl6tipos de origem amerindia foram encontrados neste estudo e 88% deles ja

foram associados a suscetibilidade na literatura. Estes haplotipos protetores de fato podem ter
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um efeito distinto daquele ja relatado em diferentes popula¢fes, uma vez que na maioria dos
estudos nem todos os principais loci de suscetibilidade (-DRB1, -DQA1 e DQB1) foram
genotipados ou tdo pouco obtiveram dados em alta resolucdo, o que dificulta a extrapolacao
destes resultados.

Estes dados ilustram brevemente o qudo diversificado pode ser o efeito e a frequéncia
de alelos e haplétipos HLA em populagdes miscigenadas, o que pode resultar em variaces na
apresentacdo clinica do DM1 de acordo com a raca/etnia. A idade ao diagnostico é uma
variavel relevante na previsao da qualidade de vida dos individuos com DM1. Quanto mais
tardio for o surgimento da doenca, provavelmente as disfungfes que ocorrem a longo prazo
em varios 0rgdos e tecidos, decorrente do estresse oxidativo que os altos indices glicémicos
provocam também serdo retardados (Gorodezkya, et al , 2006). Essas co-morbidades
associadas ao DM1 sdo responsaveis pela diminuicdo de expectativa/qualidade de vida e

aumento de gastos em saude.
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CONCLUSOES

O intenso grau de miscigenacdo observado na populacdo estudada pode ser
representado pela determinacdo de 19 haplétipos de ancestralidade com diferentes propor¢des
de mistura ancestral. Os dados de ancestralidade genética deste estudo, em contraponto com
os dados de autodeclaracdo do IBGE, apontam para uma predominancia de ancestralidade
europeia nas diferentes regides do pais, incluindo a regido nordeste e o Estado da Bahia, onde
seria esperada maior proximidade genética da populacdo ancestral africana de acordo com
fatos historicos e culturais.

Né&o foi possivel observar diferencas estatisticas significativas na frequéncia dos alelos
e haplotipos HLA de acordo com a determinacdo étnica gendmica. Entretanto, dentro dos
grupos de individuos DM1 bem definidos etnicamente, classificados como Europeus e
Africanos, relatamos a presenca significativa de hapl6tipos HLA considerados de protecdo ou
de efeito desconhecido, além de combinacGes haplotipicas ainda ndo relatadas em alta
resolucdo no banco de dados mundial de frequéncia de alelos e hapldtipos HLA. A etnia e o
efeito atribuido aos hapl6tipos HLA mostraram ter influéncia sobre a varidvel IDD. O
gendtipo de risco DR3/DR4 foi mais frequente em pacientes com maior percentual de
ancestralidade caucasiana e a IDD observada na presenca deste genotipo foi relativamente
menor que nos demais grupos étnicos. O comportamento desses hapldtipos nos variados
grupos étnicos e em populacdes miscigenadas merece analises minuciosas, principalmente
pelo fato de alguns individuos serem portadores de hapl6tipos que ndo sdo considerados
oriundos da sua etnia e possivelmente apresentarem um efeito ndo concordante com o descrito
anteriormente. A populacdo brasileira apresenta caracteristicas genéticas extremamente
particulares, fruto da miscigenacdo entre diferentes populacBes ancestrais ao longo dos
séculos, que por sua vez, dificulta a extrapolacdo dos resultados de estudos de associagao
HLA e efeito atribuido a estes genes realizados em populag¢fes puras ou caucasiana/europeia,
como ocorre na maioria das vezes, por ser 0 grupo étnico mais bem estudado em rela¢do ao
DM1.
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APENDICE — Resultados detalhados das frequéncias alélicas e haplotipicas HLA

HAPLOTIPOS
DQA1 DQB1 DRB1 Frequéncia N
0501 0201 0301 0,23542 226
0201 0202 0701 0,05937 57
03aa 0302 0405 0,05103 49
03ab 0302 0405 0,04792 46
05ad 0201 0301 0,04063 39
0301 0302 0402 0,03991 38
0301 0302 0401 0,03982 38
Olac 0501 0101 0,02708 26
0102 0604 1302 0,02396 23
03ab 0202 0901 0,02083 20
Olac 0501 0102 0,01978 19
03aa 0302 0402 0,01946 19
0301 0302 04db 0,01714 16
0401 0402 0801 0,01563 15
03aa 0202 0901 0,01250 12
03aa 0302 0401 0,01227 12
Olac 0501 1001 0,01146 11
0102 0502 1601 0,01042 10
0103 0603 1301 0,01042 10
03aa 0302 04db 0,00994 10
05ae 0301 12de 0,00938 9
0102 0602 1501 0,00833 8
0102 0602 1503 0,00833 8
0101 0501 0101 0,00625 6
0101 0501 0102 0,00625 6
0102 0609 1302 0,00625 6
0301 0302 0403 0,00625 6
0301 0302 0411 0,00625 6
05ae 0301 1104 0,00625 6
0103 0603 13di 0,00521 5
Olac 0507 0102 0,00521 5
03ab 0301 0401 0,00521 5
0401 0319 0804 0,00521 5
05ae 0301 1103 0,00521 5
0102 0501 1302 0,00417 4
0102 0502 1602 0,00417 4
0102 0602 1101 0,00417 4
Olac 0501 0103 0,00417 4
Olac 0507 0101 0,00417 4
03aa 0201 0405 0,00417 4

03aa
03ab
0401
05ae
0O5ae
0201
03aa
05ad
O5ae
05ae
0102
Olac
0301
03aa
O3aa
03aa
O3aa
03ab
0401
0501
0503
05ad
05ad
05ae
O5ae
Olac
O3aa
0201
0501
0101
0101
0101
0102
0102
0102
0102
0102
0102
0102
0102

0302
0302
0402
0301
0301
0303
0302
0301
0301
0301
0502
0503
0302
0202
0301
0302
0302
0301
0402
0201
0301
0301
0301
0301
0319
0501
0302
0202
0201
0501
0501
0507
0501
0501
0502
0502
0502
0502
0505
0505

0411
04da
0302
0804
1101
0701
0901
1303
1102
1303
1501
14d|

0407
0405
0401
04df
04d;

04dg
0807
0404
1402
1101
1102
0901
1102
0405
0102
0301
0701
0401
1001
0402
1301
1501
0901
1101
1104
1302
1104
1601

0,00417
0,00417
0,00417
0,00417
0,00417
0,00313
0,00313
0,00313
0,00313
0,00313
0,00208
0,00208
0,00208
0,00208
0,00208
0,00208
0,00208
0,00208
0,00208
0,00208
0,00208
0,00208
0,00208
0,00208
0,00208
0,00105
0,00105
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104

P P P RPRFPRRPRPRRPRRPRPRRPRERPRENNDMNNMNNNNNNNNDNNDMNNNNMNNOOOOLWOPSEPEE>™SEPEEDS
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0102
0102
0102
0102
0103
0103
0103
0103
Olac
Olac
Olac
0201
0301
0301
0301
0301
0301
0301
0301
0301
03aa
0O3aa
03aa
0O3aa
03aa
0O3aa
03aa
0O3aa
03aa
0O3aa
03aa
0O3aa
03aa
03aa
03aa
0O3aa
03aa
0O3aa
03ab
03ab

0507
0602
0604
0619
0501
0601
0603
0604
0501
0501
0503
0202
0201
0202
0302
0302
0302
0302
03ba
0402
0201
0201
0202
0202
0301
0301
0301
0302
0302
0302
0302
0303
0303
0304
0341
0401
0501
604

0201
0202

1301
1602
14dI

1501
1301
1502
1302
1301
0128
12de
1404
0401
0401
1501
0301
04dg
1104
12de
0402
0410
0402
04dn
0701
1503
0407
0409
04dk
0404
0407
0410
0429
0901
1301
0408
1301
0405
0401
04da
0401
0405

0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104

P PR R PR RPRRRPRRRRPRRRRPRRRRRRRPRRRRRRRPRRRRRRRRRRERRERRR

03ab
03ab
03ab
03ab
03ab
03ab
03ab
03ab
03ab
03ab
0401
0401
0401
0401
0401
0402
0501
0501
0501
0501
0503
0510
0510
0510
05ad
05ad
05ad
O5ae
05ae
O5ae
05ae
O5ae
05ae
0102

0202
0202
0301
0301
0301
0302
0302
0302
0302
0303
0201
0201
0301
0402
0402
0402
0201
0201
0201
0203
0301
0201
0301
0301
0201
0201
0301
0201
0301
0301
0301
0319
03bb
0301

04da
0701
0407
04dm
1001
0401
0410
1501
1601
0901
0301
0801
0804
0802
0804
0801
0101
0307
0337
0302
1406
0301
1104
12de
0102
0352
1104
0804
11dc
11dh
1301
1101
1303
1302

0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
0,00104
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ALELOS
DQA1 | Frequéncia | DQB1 | Frequéncia | DRB1 | Frequéncia | DRB1 | Frequéncia
0101 0.015658 |0201 0.296451 |0101 0.038622 |1301 0.017745
0102 0.085595 |0202 0.103340 |0102 0.033403 |1302 0.037578
0103 0.019833 |0203 0.001044 |0103 0.004175 |1303 0.007307
Olac 0.078288 |0301 0.072025 |0128 0.001044 |13di 0.005219
0201 0.064718 |0302 0.280793 |0301 0.279749 |1402 0.002088
0301 0.120042 |0303 0.006263 |0302 0.005219 |1404 0.001044
03aa 0.145094 |0304 0.001044 |0307 0.001044 |1406 0.001044
03ab 0.091858 |0319 0.008351 |0337 0.001044 |14dl 0.003132
0401 0.032359 |0341 0.001044 |0352 0.001044 |1501 0.014614
0402 0.001044 |03ba 0.001044 |0401 0.065762 |1502 0.001044
0501 0.242171 |03bb 0.001044 |0402 0.062630 |1503 0.009395
0503 0.003132 |0401 0.001044 |0403 0.006263 |1601 0.012526
0510 0.003132 | 0402 0.026096 |0404 0.003132 |1602 0.005219
05ad 0.051148 |0501 0.088727 |0405 0.107516
05ae  0.045929 | 0502 0.020877 |0407 0.005219
0503 0.003132 |0408 0.001044
0505 0.002088 |0409 0.001044
0507 0.011482 |0410 0.003132
0601 0.001044 |0411 0.010438
0602 0.021921 |0429 0.001044
0603 0.016701 |04da 0.006263
0604 0.026096 |04db 0.027140
0609 0.006263 |04df 0.002088
0619 0.001044 |04dg 0.003132
604  0.001044 |04dj 0.002088
04dk 0.001044
04dm 0.001044
04dn 0.001044
0701 0.065762
0801 0.017745
0802 0.001044
0804 0.012526
0807 0.002088
0901 0.041754
1001 0.013570
1101 0.012526
1102 0.007307
1103 0.005219
1104 0.011482
11dc 0.001044
11dh 0.001044

12de

0.012526
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TABELA COM CODIGOS ATRIBUIDOS AS AMBIGUIDADES:

DQA1 CcODIGOS
03:02/03:03 03ab
03:01/03:02/03:03 03aa
01:01/01:04/01:05 Olac
05:01/05:05/05:09 05ad
05:05/05:09 05ae
DQB1

03:02/03:05 03ba
03:01/03:19 03bb
DRB1

14:01/14:54 14d|
13:01/13:02 13di
12:01/12:10 12de
11:04/11:06 11dc
11:02/11:03 11dh
04:05/04:08 04da
04:04/04:23 04db
04:04/04:05/04:08/04:23 0A4df
04:03/04:04/04:23 04dn
04:02/04:05/04:08 04dk
04:02/04:04 04dj
04:01/04:05/04:08 04dm

01:01/04:01 04dg
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ANEXO A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TITULO DO PROJETO:
Estratégias de rastreamento e diagnostico da retinopatia e neuropatia diabética e identificacdo de biomarcadores
de complicaces cronicas em pacientes com Diabetes Mellitus tipo 1 associado a analise econdmica do

tratamento.

COORDENADOR GERAL DO PROJETO: Prof Dra Marilia de Brito Gomes, Universidade do Estado do
Rio de Janeiro (UERJ)

PESQUISADOR RESPONSAVEL DO CENTRO: “COLOCAR O DO SEU CENTRO”

LOCAL DE REALIZACAO DO PROJETO: “COLOCAR O DO SEU CENTRO”

O Sr (a) esté& sendo convidado (a) para participar de um estudo multicéntrico académico sob a coordenacao geral
da Prof. Dra. Marilia de Brito Gomes (UERJ) e responsabilidade do seu centro do “Dr (a) COLOCAR O
DO SEU CENTRO ”

do Servico de “ COLOCAR O DO SEU CENTRO ™.

Os objetivos deste estudo estdio descritos neste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. E importante que

voceé entenda por que o estudo esta sendo realizado e o que ele envolvera.

Portanto, leia com calma e atencdo e analise cuidadosamente estas informacdes antes de decidir se vocé deseja
participar. N&o hesite em fazer perguntas para a equipe do estudo caso algum ponto ndo esteja claro ou se vocé

desejar mais informagdes.

O Sr(a) deve ler e assinar este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido antes que quaisquer atividades

relacionadas ao estudo possam ser realizadas.

OBJETIVOS DO PROJETO:

Avaliar a prevaléncia das complica¢fes cronicas microvasculares e macrovasculares (retinopatia,
nefropatia, neuropatia periférica e autondmica cardiaca e doenca cardiovascular) em pacientes diabéticos tipo 1
(DM1) em acompanhamento em unidades ambulatoriais e hospitais pablicos conveniados ao Sistema Unico de
Saude (SUS) nas diferentes regides do Brasil e avaliacdo dos custos da doenga .

Identificar marcadores demograficos, clinicos e laboratoriais das complicagdes cronicas relacionadas ao
DM1.

Avaliar a predisposi¢do genética ao DM1 conferida pelo sistema de histocompatibilidade [HLA] e

avaliar a distribuicdo dos diferentes marcadores genéticos de risco e protecdo para as complicages cronicas do
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diabetes (nefropatia e retinopatia diabética) nos pacientes portadores de DM 1 e em controles ndo diabéticos das
diferentes regides do Brasil.

A partir dos resultados de prevaléncia e dos custos da doenca e de suas complicacbes e das
disponibilidades de intervencdo de cada centro, avaliaremos a possibilidade de instituirmos estratégias

terapéuticas em parceria com o SUS.

DADOS E PROCEDIMENTOS A SEREM REALIZADOS:

-- Coleta de dados referentes a doenca através de um questionario, exame fisico e de fundo de olho;

- Coleta de sangue de 10 ml de sangue para andlise bioquimica (lipidograma, creatinina e ac.lrico pelo centro e
TSH (caso haja disponibilidade do centro);

-Coleta de sangue 6 ml para analise da HbAlc(caso o centro ndo realize por HPLC-BIORAD) e de 12 ml para
andlise de ,PCR-US, TSH (caso o centro ndo faca) e armazenamento de amostras

- Coleta de 10 ml de sangue para anélise dos polimorfismos genéticos descritos acima;

- Coleta de 2 amostras randémicas de urina para analise de microalbumindria;

Todo o material coletado (sangue e urina) sera utilizado para as analises do presente estudo. O material
sera encaminhado ao laboratorio do “COLOCAR O DO SEU CENTRO”, Telefone “COLOCAR O DO SEU
CENTRO?”, para analise bioquimica e ao laboratério da Disciplina de Diabetes da UERJ para analise de TSH,
(caso o centro ndo faga) , PCRUS e HbAlc (caso o centro ndo realize por HPLC-BIORAD. O material coletado
para analise dos polimorfismos genéticos sera encaminhado ao Laboratério de Histocompatibilidade ( HLA) da
UERJ para extracdo do DNA e posteriormente encaminhado aos centros de referéncia para analise especifica. As
amostras de DNA serdo armazenadas no laboratério de HLA da UERJ para andlise de futuros marcadores
genéticos de risco de complicacbes da doenga. As amostras de soro serdo armazenadas no Laboratério da
Disciplina De Diabetes e Metabologias da UERJ. Toda nova pesquisa a ser feita com o material armazenado sera

submetida para aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa da instituicio e, quando for o caso, da CONEP.

Serd realizada avaliacdo cardioldgica em repouso e através de testes funcionais, com o objetivo de
deteccdo de doengas cardioldgicas e risco de desenvolvimento de doenca cardiaca no futuro.

A avaliacdo cardiovascular sera realizada pelos métodos descritos abaixo.Todos 0s centros fardo
Eletrocardiograma (ECG) de repouso. As investigac@es adicionais dependerdo da disponibilidade de cada centro.

¢ Realizacdo de ECG de repouso

e Realizacdo de Ecocardiograma e Eco Doppler de car6tidas e vertebrais através da técnica de

ultrassonografia com Doppler.

¢ Realizacdo do teste ergométrico que registra a atividade elétrica do coragdo durante o esforco fisico .Este
teste serd realizado através da colocacdo de eletrodos na regido precordial, que avaliara o ritmo
cardiaco, alteracfes de pressao arterial, frequéncia cardiaca e alteracfes do ECG durante caminhada na

esteira.
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o Realizacdo de testes de analise autondmica do sistema cardiovascular: o0 exame tem duragdo de cerca de
15 a 20 minutos e é indolor. E semelhante a um ECG, com a diferenca de que em um momento do
exame sera necessario que vocé faca algumas manabras: respirar profundamente, assoprar contra uma

valvula e levantar-se.

o Testes para avaliacdo de microcirculacdo: exame ndo invasivo, indolor, que consiste na colocacdo de uma
sonda sobre a pele do antebrago para avaliar a fungdo endotelial em repouso, em resposta ao calor e a
oclusdo arterial (através da elevacdo da pressdo arterial com manguito). Além disso serd realizada

difuséo de acetilcolina e nitroprussiato de sodio para avaliagdo de resposta vasodilatadora.

e Escore de célcio coronariano: serd realizado uma tomografia computadorizada para avaliacdo da

guantidade de célcio depositada nas artérias do coragdo.

CONFIDENCIALIDADE DOS DADOS COLETADOS:

Todas as informagBes coletadas serdo mantidas em carater sigiloso e utilizadas apenas para fins

cientificos.
PARTICIPACAO NO ESTUDO:

Sua participagdo neste estudo é totalmente voluntaria. Se o Sr (a) aceitou inicialmente em participar do
estudo e depois decidiu sair por qualquer razdo, vocé ndo tera nenhum prejuizo em seu atendimento dentro deste

hospital.

CUSTOS:

N&o havera nenhum custo para vocé participar do estudo.

RISCOS E BENEFICIOS:

RISCOS: Sua participacdo neste estudo ndo vai prejudicar o tratamento da sua doenca, nem causar nenhum dano
ao Sr (a).

BENEFICIOS: N&o haverad nenhum beneficio direto se o Sr (a) participar deste estudo, porém a pesquisa

produzira resultados que poderéo ajudar outros pacientes no futuro.

CONTATO:

Se o Sr (a) tiver davida ou necessitar de esclarecimentos sobre a pesquisa, por favor, entre em contato com a Dr
(@) “ COLOCAR O DO SEU CENTRO "ou Dr (a) “ COLOCAR O DO SEU CENTRO 7, através dos telefones “
COLOCAR O DO SEU CENTRO .
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Para obter informacdes adicionais sobre seus direitos como sujeito de pesquisa referente a sua participacao neste
estudo, por favor, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital “ COLOCAR O DO SEU
CENTRO ” localizado na “COLOCAR O DO SEU CENTRO ”, CEP “ COLOCAR O DO SEU CENTRO 7,
Brasil, no telefone “ COLOCAR O DO SEU CENTRO ™.

CONSENTIMENTO:

Confirmo que apods receber todas as informagdes referente ao estudo, inclusive os riscos e beneficios, ler
e entender o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e tirar todas as minhas dlvidas, concordo em

participar voluntariamente do estudo.

PACIENTE:

Nome completo

Assinatura

Data:

PESQUISADOR RESPONSAVEL ou PESSOA AUTORIZADA:

Nome completo

Assinatura

Data:

Uma cdpia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido devera ser entregue ao paciente para que possa levar

para casa.



ANEXO B — Questionario
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1. INFORMACOES GERAIS Data:__ / / Informante: ()
(1) Préprio (2) Outro

Hora do inicio da entrevista:

1.1 Cidade ) (1)

1.2 Regi&o (A) e Estado (B)

A (1)B.(0) 1)

1.3 Cadigo do local [1]
1.4 Nivel de atengédo (1) Priméria (2) Secundéria (3) Terciaria [ 3]
1.5 Identificagdo do entrevistador O@ @O
1.6 Data da entrevista (dia/més/ano) / /
1.7 Ndmero de registro do hospital
1.8 Tempo de seguimento no centro
(Em meses)
2. CONSENTIMENTO INFORMADO
2.1 O consentimento fo assinado? (1) Sim
(2) N&o C )
2.2 Qual o seu nome?
Letra de forma
2.3 Local (A) e nimero de telefone (A)Local
principal de contato (B)? (1)Casa A( )
(2) Trabalho
(3) Vizinho B.
(4) Celular
(5) Nao tem

2.4 Endereco atual
Letra de forma

2.5 CEP

(99999999) Néo sabe OOOH)OOC))O)
2.6 Sexo (1) Masculino

(2) Feminino C )
2.7 ldade, em anos
(Se for em meses transformar em anos) ()
2.8 Data de nascimento

(Dia/Més/Ano) /1)

2.9 Estado onde nasceu?
Letra de forma ( )
2.10 Cor (auto referida) (1) Branca

(2) Preta

(3) Parda/Mulata
(4) Amarela/Oriental




(5) Indigena
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2.11 Estado Civil

(0) Néo se aplica ( crianga < 6 anos)
(1) Solteiro

(2) Casado/Amasiado

(3) Viuvo

(4) Separado/Divorciado

2.12 Qual a sua escolaridade? (A)
Se < 18 anos, solicitar escolaridade do

chefe de familia ?(B)

A.(0) N4o se aplica ( crianga < 6 anos)
(1) Analfabeto

(2) Ensino Fundamental incompleto

(3) Ensino Fundamental Completo
(4) Ensino médio incompleto

(5) Ensino médio complete
(6) Ensino superior incompleto

(7) Ensino superior completo
(8) Pés-graduacao

B.(1) Analfabeto

(2) Ensino Fundamental
incompleto

(3) Ensino Fundamental
Completo

(4) Ensino médio incompleto

(5) Ensino médio completo
(6) Ensino superior

incompleto
(7) Ensino superior completo

(8) Pds-graduacéo

(9) Néo se aplica (paciente > 18
anos)

w >

2.13 Anos de estudo( até o momento)

(

) anos

2.14. Atividade Profissional

nos Ultimos 12 meses ?

( Ocupacao principal )

Se for estudante escrever em outros

(0) Nao se aplica (Crianga)
(1) Estudante
(2) Funcionério public

(3) Trabalhador com carteira
assinada
(4) Autbnomo

(5) Dona de casa

(6) Aposentado(a)
(7) Aposentado(a) pelo diabetes

(8) Desempregado pelo diabetes

(9) Desempregado por outro motivo
(10) Voluntério(a)

(11) Licenciado pelo INSS ou outros
(12) Outros/Definir:

2.15 Descrigdo da funcdo dentro da
categoria profissional (Letra de forma)

2.16 Aposentadoria

(0) Nao se aplica (<18 anos)

(1) Sim, no tempo certo

(2)Néo

(3) Sim, mais precoce pelo diabetes

(4) Sim, mais precoce por outra causa Descrever:

2.17 Ano da aposentadoria

(0000) N&o se aplica Nao se aposentou

0

2.18 Qual é a renda mensal familiar, em

salarios minimos?

(1) Menos de 1 salario

(2) 1 a 5 salarios
(3) 6 a 10 salarios
(4)11a15
salarios

(5) >16 salarios
(6) Bolsa familia

(9) N&o sabe
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| informar
2.19 Quantas pessoas vivem com @1
arenda? (2) 2
Q)3
(4)4
(5) Sou «C )
mais
2.20 Quantos destes itens Itens Namero de itens
vocé possui? A. TV em cores ( )
E quantos? B. Radio ( )
C. Banheiro ( )
Posse de itens: 0; 1; 2; 3; 4 ou + D. Automdvel ( )
E. Empregada com carteira assinada ( )
F. Aspirador de po ( )
G. Méaguina de lavar/ « )
tanquinho
H. Video cassete ou DVD ( )
I. Geladeira ( )
J. Freezer duplex ou ( )
separado
2.21 Tipo e numero de condugdes (A) Tipo (B) Numero
para chegar ao local de Tratamento do (1) Onibus
Diabetes (2) Trem A( )
(3) Metrod
(4) Van B.
(5) Carro proprio
(6) N&o usa condugéo
2.23 Vocé necessita de acompanhante A. B. Numero
para vir ao hospital? (1) Sim
(2) Ndo Al )
B.
2.24 Possui plano de saude? A. (1) Sim B. Qual? Al )
Descrever
(2) Nao B.
3. SINTOMAS INICIAIS DO DIABETES MELLITUS
3.1ldade ao diagndstico do DM1, em anos
( Se for em meses, transformar em anos) )
3.2 Més e Ano do diagnéstico de diabetes
Caso ndo souber 0 més por sé 0 ano (19999 ) Néo sabe /
3.3 Quiais os principais sintomas que A Polis(urinar muito, muita sede, muita fome) (1)Sim A ( )
(2)Néo
voceé teve quando foi diagnosticado o diabetes? | B. Astenia (cansago) (1)Sim B. ( )
(2)Néo
C. Enurese noturna (urinar na cama) (D)Sim C. ()
(2)Néo
D. Parestesias (Formigamento) (D)Sim D. ()
(2)Néo
E. Baixa acuidade visual (D)Sim E. ()
(2)Néo
F. Prurido (coceira) (1)Sim F. ( )
(2)Néo
G. Anorexia (Falta de apetite) (D)Sim G ()
(2)Néo
H. Sonoléncia (1)Sim H ()
(2)Néo
1. Deficiéncia de crescimento (1)Sim L ()
(2)Néo
J. InfeccBes de repeticio (D)Sim J ()

(2)N&o
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K. Perda de peso (1)Sim Ko ()
(2)Nio
L. Outros (Descrever) (1)Sim L. ( )
(2)No
3.4 Infeccdo nos Ultimos 6 meses A.Caxumba (1)Sim A ( )
(2)Nio
antes do diagnoéstico do diabetes? B. Rubéola (1)Sim B. ( )
(2)No
C. Catapora (1)Sim C. ( )
(2)Nio
D. Dengue (1)Sim D. ()
(2)Nio
E. Rotavirus (1)Sim E. ( )
(2)Nio
F. Citomegalovirus (1)Sim FoO)
(2)No
G. Sarampo (1)Sim G. ( )
(2)Nao
H. Amigdalite (1)Sim H ()
(2)Néo
I. Outros (Descrever): (1)Sim I ( )
(2)Néo
3.5 Como foi feito o diagndstico do DM1? (1) Glicemia de jejum
(2) Curva glicémica
(3) Glicemia ao acaso
(4) Internagdo com Cetoacidose
(5) Internagdo sem Cetoacidose
(6) Outros (especificar): ( )
3.6 Quial foi o tempo decorrido entre o (1) Menor que 4 semanas (1 més)
inicio dos sintomas e o diagnodstico? (2) 1 a6 meses
(3) 6 meses a 1 ano
(4) Maior que 1 ano ( )
3.7 Acredita que algum fator emocional (1) Sim Descrever:
ou psicoldgico contribuiu para o (2) Néo
inicio da doenca? «( )
3.8 O Sr (a) nasceu de parto normal (1) Parto normal
ou cesarea? (2) Parto cesérea
C )
3.9 Qual a sua ordem de nascimento?
Colocar 0 nimero na casela ( )
4. HISTORIA PESSOAL
4.1 Qual o peso ao nascimento? (1) Menor que 2 Kg
(2)2,1-25Kg
(2) 2,6 -3Kg
(3) 3,1-3,5Kg
(4)3,6-4Kg
(5) Maior que 4 Kg ( )
4.2 Teve amamentacdo exclusiva com leite A. (1) Sim B. (1) Menos de 1 més
materno? (A)
Quanto tempo? (B) (2) Néo (2) > 1 més e < 3 meses
(3)>3 e <6 meses A ( )
(4) > 6 meses B. ( )
4.3 Completou esquema de vacinagao do (1) Sim
Ministério da Saude? Se for crianca e estiver com
esquema de vacinacao atualizado colocar sim. (2) Néo ( )
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4.4 Idade da primeira menstruacgéo

Anos:

(00) Nao se aplica (Homem ou menina que ainda nao

mesntruou)

4.5 Idade da menopausa

() Sim (Anos)

(02) Ausente

(00) Néo se aplica (Homem)

4.6 Menopausa cirargica?

A. (01) Sim
(02) N3o

(00)N&o se aplica (Homem )

B

Anos

4.7 NGmero de gestacdes que ja teve? (A)

Numero de nascidos vivos (B)

A.(1) Nenhuma
(2) Uma

(3) Duas

(4) Trés

(5) Quatro

(9) Cinco ou mais
(0) Nao se aplica

(Homem)

B.(1) Nenhum

(2) Uma

®3)

Duas

(4) Trés

(5) Quatro

(9) Cinco ou mais
(0) Nao se aplica

(Homem)

4.8 Usa anticoncepcional hormonal?

(1) Sim Descrever:

(2) Nao
(0) Né&o se aplica (Homem )

4.9 Tabagismo

(1) Fumante diério

(2) Fumante ocasional
(3) Ex-fumante

(4) Néo fumante

Classificacdo de tabagismo segundo
OMS:

Fumante diario= 1 cigarro/dia por no minimo 1 més

Fumante ocasional= Menos de 1 cigarro/dia por no minimo 1 més

Ex- Fumante = pararam de fumar ha pelo menos 1 més
N&o Fumante = ndo fumam ou fumam h& menos de 1 més

4.10 Em relagéo ao uso de drogas ilicitas, em que

opgao o sr(a) se enquadra?

(0) N&o se aplica (crianga)
(1) E usuério

(2) Ex- usuério

(3) Nunca usou drogas ilicitas (pular para 4.12 e

deixar casela 4.11 em branco)

4.11 Em caso de uso de drogas (atual ou ex-
usuario),
descrever qual droga.

(0) Néo se aplica (crianga)

(1) Maconha
(2) Cocaina
(3) Crak

(4) Ecstasy
(5) Outros

4.12 Pratica exercicios de rotina?

(1) Apenas no fim de semana
(2) Néo faz

(2) 1 - 2 x/semana
(3) 2 - 3 x/semana




(4) 3 - 5x/semana
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(5) > 5x/ semana

4.13 Etilismo (1) Etilista

(2) Ex-etilista
(3) Néo etilista

(Pular para 4.14 e deixar casela 4.13.1 em branco)
(Pular para 4.14 e deixar casela 4.13.1 em branco) ( )

Classificacéo de etilismo segundo
OMS:

Etilista: Consumo de pelo menos 1 dose de qualquer bebida

alcodlica no Gltimo ano

Ex-etilista: Ja consumiu bebida alcodlica, mas parou de

consumir no Gltimo ano

Nao-etilista: Nunca consumiu bebida alcodlica na vida

4.13.1 Classificacdo do etilismo

(1) Etilista leve
(2) Etilista moderado
(3) Etilista grave

Leve
Classificacdo de etilismo segundo OMS: Moder
ado
(1 Unidade (U) &lcool =10g)
10 g = Cerveja 350 ml ou
Vinho 90 ml ou
Destilado 50 ml Grave

Homens
2 latas cerveja/dia ou

2 tacas de vinho/dia ou
1 dose de destilado/dia

Total: 21U/semana

2-4 latas de cerveja/dia ou
2-6 tagas de vinho/dia ou
1-3 doses de destilado/dia
Total: 22-50 U/semana

> 4 latas de cerveja/dia ou
> 6 tacas de vinho/dia ou

> 3 doses de destilado/dia

Total: > 51 U/semana

Mulheres
1 lata de cerveja/dia ou

1 taca de vinho/dia ou
1/2 dose de destilado/dia

Total: 14U/semana

1-3 latas de cerveja/dia ou

1-5 tacas de vinho/dia ou

1/2 a 2Y2 doses de destilado/dia

Total: 15-35
U/semana

> 3 latas de cerveja/dia ou
> 5 tagas de vinho/dia ou

> 22 doses de destilado/dia

Total: > 36
U/semana

4.14 Em relacdo ao uso de anabolizantes (hormonal),

(1) E usuério

em que opcdo o sr(a) se enquadra?

(2) Ex- usuério
(3) Nunca usou anabolizantes

(0) Né&o se aplica (crianga)

4.15 A sua vontade de ter relagfes sexuais (libido)

esta alterada?

(1) Sim

(2) Nédo
(3) Né&o sabe ou ndo quis responder

(0) Né&o se aplica
(crianca)

4.16 Com que frequéncia vocé faz exame dos dentes

e gengiva no dentista?

(1) 1x/ano
(2) 2 x/ano

(2) 1 x/ 5 anos
(0) Nunca fiz

5.HISTORIA FAMILIAR

5.1 Diabetes tipo 1 A.(1) Pai
(grau de parentesco) (2) Mée

(3) Irméo/Irma

(4) Filho(a)




Quando for mais de 1 parente

(5) Avos ou Tios ou Primos
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de 1 grau marcar com 1 circulo
em volta dos nimeros corres
pondentes e por o nimero 6

na casela

(6) Mais de 1 parente em 1° grau
Descrever:

(7) Parente de 1° e 2°grau
Descrever:

(8) Néo ha histérico

familiar

5.2 Diabetes tipo 2
(grau de parentesco)

(1) Pai

(2) Mée

(3) Irméo/Irma

(4) Filho(a)

(5) Avos ou Tios ou Primos
(6) Mais de 1 parente em 1° grau
Descrever:

(7) Parente de 1° e 2°grau
Descrever:

(8) Nao ha historico
familiar

5.3 Obesidade
(grau de parentesco)

(1) Pai

(2) Mée

(3) Irm&o/Irméa

(4) Filho(a)

(5) Avos ou Tios ou Primos

(6) Mais de 1 parente em 1° grau
Descrever:
(7) Parente de 1° e 2°grau Descrever:

(8) Néo ha historico
familiar

5.4 Hipertensdo Arterial
(grau de parentesco)

(1) Pai

(2) Mée

(3) Irm&o/lIrma

(4) Filho(a)

(5) Avoés ou Tios ou Primos
(6) Mais de 1 parente em 1° grau
Descrever:

(7) Parente de 1° e 2°grau
Descrever:

(8) Néo hé histérico
familiar

5.5 Doenca Coronariana
precoce(infarto, dor no peito
ao esforco fisico)

<55a homen

<65a mulher

(grau de parentesco)

(1) Pai

(2) Mae

(3) Irm&o/lIrm&

(4) Filho(a)

(5) Avos ou Tios ou Primos
(6) Mais de 1 parente em 1° grau
Descrever:

(7) Parente de 1° e 2°grau
Descrever:

(8) Néo ha histérico
familiar

5.6 Doenca Tiroidiana

A. (1)Hipotiroidismo B.(1) Pai

(2) Hipertiroidismo (2) Mé&e

(3) Nodulo tiroidiano (3) Irméo/lIrma

(4) Cancer | (4) Filho(a)

(5) Néo ha historico (5) Avés ou Tios ou Primos
familiar

(6) Mais de 1 parente em 1°
grau/Descrever:




(8) Né&o ha historico familiar
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5.7 Doenca Celiaca

(1) Pai

(2) Mée

(3) Irmao/lrma

(4) Filho(a)

(5) Avos ou Tios ou Primos

(6) Mais de 1 parente em 1° grau
Descrever:

(7) Parente de 1° e 2°grau
Descrever:

(8) Né&o ha historico familiar

5.8 Vitiligo

(1) Pai

(2) Mée

(3) Irm&o/Irméa
(4)Filho(a)

(5) Avos ou Tios ou Primos
(6) Mais de 1 parente em 1° grau
Descrever:

(7) Parente de 1° e 2°grau
Descrever:

(8) Nao ha historico
familiar

5.9 Alopécia (queda de
cabelo acentuada)

(1) Pai

(2) Mée

(3) Irm&o/Irméa

(4) Filho(a)

(5) Avos ou Tios ou Primos

(6) Mais de 1 parente em 1° grau
Descrever:

(7) Parente de 1° e 2°grau
Descrever:

(8) Néo hé histdrico

familiar

5.10 Artrite reumatéide

(1) Pai

(2) Mée

(3) Irmé&o/Irma

(4) Filho(a)

(5) Avés ou Tios ou Primos

(6) Mais de 1 parente em 1° grau
Descrever:

(7) Parente de 1° e 2°grau
Descrever:

(8) Néo ha histérico

familiar

6. AVALIACAO DA DIETA

6.1 Vocé faz algum tipo de dieta?

(1) Sim
(2) Nédo

6.2 No tltimo ano teve consulta com nutricionista?

A.(1) Sim

(2) Ndo

B. NUmero de
vezes/ano

A (

B. (

6.3 Quem é o principal orientador da sua dieta? 1)

Nutricionista
(2) Médico




(3) Outro profissional de
salde
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(4) Leigo
(5) Revistas/ Jornais A ( )
6.4 Vocé acha que segue a dieta recomendada? (1) Sim
(2) Néo « )
6.5 Qual o tipo principal de dieta que vocé faz? (1) Restringe apenas agucar e doce
(2) Dieta de calorias
(3) Contagem de carboidratos
(4) indice glicémico
(5) Outras ()
6.6 Quanto vocé acha que segue sua (1)100%
dieta?
(2)80%
(3)50%
(4) Menos de 50% ( )
6.7 Qual a maior dificuldade que vocé A. Deixar de comer doces (1) Sim  (2) Nao A ()
acha para seguir a dieta? B. Comer verduras, legumes e frutas (1)Sim  (2) Nao B. ()
C. Respeitar a quantidade de alimentagdo (1)Sim  (2) Nao C. ()
D. Respeitar o horario da alimentagéo (1) Sim (2) Ndo D. ( )
E. Entender lista de substituicdo de alimentos (1) Sim  (2) Nao E. ( )
6.8 Qual alimento é usado para tratar a hipoglicemia? (1)Doces
(2) Aglcares
(3) Suco de frutas
(4) Biscoito recheado, bolachas, pdo
(5) Outros: )
6.9 Consome produtos dietéticos? Se ndo A. (1) Sim B.
usa adogante, deixar opgéo B em branco Qual?
Se nédo usa (2) Ndo (1) Adogante
(2) Gelatina
(3) Pudim
(4) Sorvete
(5) Todos ()
(6) Outros: B. ( )
7. ATIVIDADES EDUCATIVAS EM
DIABETES
7.1 Vocé teve consultas de enfermagem no ultimo ano? A. (1) Sim B. NUmero A ( )
vezes/
(2) Néo ano B. ( )
7.2 Qual a finalidade da consulta com enfermagem? (1) Receber fitas de glicosimetro ou insulina
(2) Receber instrugdo/ educacdo sobre
diabetes
(3) Ambas « )
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7.3 Vocé participou de algum grupo de reunido de A. (1) Sim B. NUmero A (
vezes/
pacientes diabéticos no Gltimo ano? (2) Néo ano B. (
7.4 Vocé participou de algum programa de educagéo A. (1) Sim B. Ndmero A (
vezes/
para pacientes diabéticos no Gltimo ano? (2) N&o ano B. (
7.5 O senhor sabe o que significa HbA1c? (1)Sim
(Hemoglobina glicada) (2)Né&o (Se ndo pular para questdo 7.7 e deixar
casela 7.6 em branco) (
7.6 Marque a opgéo que o senhor ache que significa (1) Controle do diabetes atual
HbA1c? (2) Controle do diabetes dos ultimos 3 meses
(Hemoglobina glicada) (3) Controle do diabetes no dltimo ano (
7.7 O senhor sabe qual o valor ideal de HbAlc (Hemoglo- (1) Menor que 7%
bina glicada) para pacientes com (2) Menor que 8%
diabetes?
(3) Menor que 9% (
7.8 O senhor sabe o valor da sua tltima HbAlc? A.(1) Sim B. A (
Valor
(Hemoglobina glicada ) (2) Néo B. (
7.9 O senhor sabe para que serve a monitorizacdo (1) Sim
da glicose? (2) Néo (
7.10 Apos verificagdo da glicose, o senhor altera o seu A.(1) Sim [ B.(1) Altera a dose de insulina
tratamento do diabetes? (2) Néo (2) Altera a dieta
(3) Altera frequéncia/ intensidade exercicio
Se ndo muda o Tratamento deixar A (
opcéo B em branco B. (
8. Uso de insulina
Complete a tabela seguinte com as respostas dadas pelo paciente ou que constam no prontudrio médico na data da entrevista
8.0 Qual o esquema de insulinizacdo atual? (1) Insulina de agdo lenta/ intermediaria
(2) Insulina de agdo rapida
(3) Insulina de agdo lenta/ intermediéria e rapida
(4) Bomba de infusdo continua de insulina (
8.1 Qual a insulina lenta que esta usando (1) NPH
no momento? (2) Glargina
(3) Detemir
Se ndo: pular para a questao 8.5 e deixar demais caselas em (4) Néo uso (
branco
8.2 Dose da insulina lenta que esta
usando
no momento Exemplo:dose que usou ontem Dose U/dia (
8.3 Numero de aplicagBes por dia da insulina lenta (1) Uma vez
que esta usando no momento (2) Duas vezes
(3) Trés vezes
Exemplo: quantas fez ontem (4) Quatro vezes
(5) Mais de quatro vezes (
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8.4 Como obtém a insulina lenta que esta usando no

(1) Recebe gratis no seu hospital

momento?

(2) Recebe gratis na farmécia do
SUS

(3) Compra na farmécia popular
(4) Compra em farméacia comum
(5) Recebe gratis apds mandato judicial

(6) Outro 6rgéo publico (7)Industria (
farmacéutica
(8) Outras fontes

8.5 Faz uso no momento de insulina de acéo rapida? (1) Sim, regularmente

(2) Nédo
Se ndo: pular para a questdo 8.10 e deixar em branco as demais (3) Sim, mas irregularmente (quando tenho) (
caselas
8.6 Qual a insulina rapida que esta (1) Regular
usando
no momento? (2) Lispro

(3) Asparte

(4) Glulisina (
8.7 Dose da insulina rapida que esta
usando
no momento Exemplo:dose que usou ontem Dose U/dia (
8.8 Numero de aplica¢Bes por dia da insulina rapida (1) Uma vez
que esta usando no momento (2) Duas

vezes

(3) Trés vezes
Exemplo: quantas fez ontem (4) Quatro

vezes

(5) Mais de quatro (

Vezes
8.9 Como obtém a insulina rapida que esta usando no (1) Recebe gratis no seu

hospital
momento? (2) Recebe grétis na farmacia

do SUS

(3) Compra na farmécia

popular

(4) Compra em farmécia

comum

(5) Recebe gratis apds mandato judicial

(6) Outro érgédo publico | (7)Industria (

farmacéutica

(8) Outras

fontes
8.10 Faz auto-monitorizacdo da glicemia em casa no (1) Sim
momento? (2) Néo
Se ndo pular para questdo 8.13 e deixar demais caselas em branco (
8.11 Numero de medices de glicemia/dia (1) Uma

(2) Duas

Exemplo: quantas fez ontem

(3) Trés vezes
(4) Quatro vezes
(5) Cinco

(6) Seis

(7) Sete a oito




(8) Mais de oito
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(9) Qutros:

8.12 Como obtém as fitas de auto monitorizacdo?

(1) Recebe gratis no seu

hospital

(2) Recebe gratis na farméacia

do SUS

(3) Compra na farmécia

popular

(4) Compra em farmécia

comum

(5) Recebe gratis apés mandato judicial

(6) Outro érgao publico | (7)Industria
farmacéutica

(8) Outras

fontes

8.13 O senhor utiliza seringa ou caneta para aplicacéo

de insulina?

(1) Seringa
(2) Caneta

8.14 Como obtém as seringas / canetas para aplicagéo

de insulina?

(1) Recebe grétis no seu

hospital

(2) Recebe grétis na farmécia

do SUS

(3) Compra na farmécia

popular

(4) Compra em farmécia

comum

(5) Recebe gratis apés mandato judicial

(6) Outro 6rgdo publico | (7)Industria
farmacéutica

(8) Outras

fontes

8.15 Quantas seringas de insulina o senhor utiliza por

més?

( IN=
(99) Néo sabe

8.15.1 O senhor reutiliza a seringa de insulina?

A.(1) Sim B. Se sim quantas
vezes:
(2) Néo

8.16 Quantas agulhas de insulina o
senhor
utiliza por més?

O senhor reutiliza a agulha de insulina quantas vezes?

( )N=

8.16.1 O senhor reutiliza as agulhas de insulina?

A.(1) Sim B. Se sim quantas
vezes:
(2) Nao

8.17 Usa aparelho de bomba de insulina?

Se ndo pular para questdo 8.20 e deixar demais caselas em branco

(1) Sim - Marca:
(2) Ndo

8.18 Como obtém os insumos do aparelho da bomba

de insulina?

(1) Recebe grétis no seu hospital
(1) Recebe grétis na farmécia do SUS
(3) Compra na farmécia popular
(4) Compra em farméacia comum




(5) Recebe gratis apés mandato judicial
(6) Outro 6rgdo publico | (7)IndUstria
farmacéutica
(8) Outras
fontes
8.19 Dose total didria de insulinana bomba de insulina Dose U/dia
8.20 ADERENCIA AO TRATAMENTO
8.20.1 O (a) sr (a) alguma vez se esquece A.(0) Sim N&o= 1 ponto/ Sim =0
de aplicar insulina? ponto
(1) Nédo
8.20.2 O (a) sr (a), as vezes é descuidado com os horarios A.(0) Sim N&o= 1 ponto/ Sim =0
ponto
de aplicar sua insulina? (1) N&o
8.20.3 Quando o (a) sr (a) esta se sentindo melhor, A.(0) Sim N&o= 1 ponto/ Sim =0
ponto
as vezes para de aplicar insulina? (1) N&o
8.20.4 Algumas vezes, quando o (a) sr (a) se sentiu mal, A.(0) Sim N&o= 1 ponto/ Sim =0
ponto
aumentou a quantidade de insulina a ser aplicada? (1) Néo
8.20.5 Escore de aderéncia ao Total de pontos =
tratamento?
Escore 0 = adesdo maxima Escore 1 a 2 = adesdo moderada Escore 3 a 4 = baixa
adesdo
9. USO DE MEDICACOES NO ANO
ULTIMO
Complete a tabela seguinte com as respostas dadas pelo paciente ou que constam no prontuario medico na data da entrevista
Nome da medicacéo A. Em uso? B. Dose Diaria total
9.1 Metformina (1) Sim mg
(Deixar em branco se ndo usar)
Nome comercial: (2) Néo
9.1.1 Como obtém a metformina que esta usando no (1) Recebe gratis no seu hospital
momento? (2) Recebe grétis na farméacia do
S{U]
(3) Compra na farmécia popular
(4) Compra em farméacia comum
(5) Recebe gratis apés mandato judicial
Se ndo pular para questdo 9.2 e deixar demais caselas em branco (6) Outro érgédo publico | (7)Industria
farmacéutica
(8) Outras
fontes
9.2 Estatina (1) Sim mg
principio ativo (2) Néo (Deixar em
branco se ndo
usar)
Nome comercial:
9.2.1 Como obtém a estatina que esta usando no (1) Recebe gratis no seu
hospital
momento? (2) Recebe gratis na farméacia
do SUS
(3) Compra na farmécia
popular
(4) Compra em farmécia
comum
(5) Recebe gratis apds mandato judicial
Se ndo pular para questdo 9.3 e deixar demais caselas em branco (6) Outro drgado publico | (7)Industria
farmacéutica
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(8) Outras
fontes
9.3iECA (1) Sim mg
principio ativo (2) Néo (Deixar em A (
branco se ndo
usar)
Nome comercial: (
9.3.1 Como obtém o iECA que esta usando no (1) Recebe grétis no seu
hospital
momento? (2) Recebe grétis na farmécia
do SUS
(3) Compra na farmécia
popular
(4) Compra em farmacia
comum
(5) Recebe gratis apds mandato judicial
Se ndo pular para questdo 9.4 e deixar demais caselas em branco (6) Outro érgédo publico | (7)Industria (
farmacéutica
(8) Outras
fontes
9.4 Diurético Tiazidico (1) Sim mg A (
principio ativo (2) Nao (Deixar em B. (
branco se ndo
usar)
Nome comercial:
9.4.1 Como obtém o diurético tiazidico que esta usando (1) Recebe grétis no seu
hospital
no momento? (2) Recebe gratis na farmécia
do SUS
(3) Compra na farmécia
popular
(4) Compra em farmécia
comum
(5) Recebe grétis apds mandato judicial
Se ndo pular para questéo 9.5 e deixar demais caselas em branco (6) Outro 6rgdo publico | (7)Industria (
farmacéutica
(8) Outras
fontes
9.5 Diurético Furosemida (1) Sim mg A (
Nome comercial: (2) Nao (Deixar em B. (
branco se ndo
usar)
9.5.1 Como obtém o diurético furosemida que esta (1) Recebe grétis no seu
hospital
usando no momento? (2) Recebe grétis na farmacia
do SUS
(3) Compra na farmécia
popular
(4) Compra em farmécia
comum
(5) Recebe grétis apds mandato judicial
Se ndo pular para questdo 9.6 e deixar demais caselas em branco (6) Outro 6rgdo publico | (7)IndUstria (
farmacéutica
(8) Outras
fontes
9.6 Outros diuréticos (1) Sim mg A (
principio ativo (2) Néao (Deixar em B. (
branco se ndo
usar)

Nome comercial:

9.6.1 Como obtém o diurético que esta usando no

| (1) Recebe gratis no seu hospital
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momento?

(2) Recebe gratis na farmacia do SUS
(3) Compra na farmécia popular
(4) Compra em farméacia comum

(5) Recebe gratis apés mandato judicial

Se ndo pular para questdo 9.7 e deixar demais caselas em branco (6) Outro érgao publico | (7)Industria (
farmacéutica
(8) Outras
fontes
9.7 Inibidor de receptor de ATII (1) Sim mg A (
principio ativo (2) Néo (Deixar em B. (
branco se ndo
usar)
Nome comercial:
9.7.1 Como obtém o inibidor de receptor ATII que esta (1) Recebe gratis no seu
hospital
usando no momento? (2) Recebe grétis na farmacia
do SUS
(3) Compra na farmécia
popular
(4) Compra em farmécia
comum
(5) Recebe gratis apés mandato judicial
Se ndo pular para questdo 9.8 e deixar demais caselas em branco (6) Outro 6rgédo publico | (7)Industria (
farmacéutica
(8) Outras
fontes
9.8 AAS ou similares (1) Sim mg A (
Principio Ativo (2) Néo (Deixar em B. (
branco se ndo
usar)
Nome comercial:
9.8.1 Como obtém o AAS que esta usando no (1) Recebe gratis no seu
hospital
momento? (2) Recebe gratis na farmécia
do SUS
(3) Compra na farmécia
popular
(4) Compra em farmécia
comum
(5) Recebe gratis apds mandato judicial
Se ndo pular para questdo 9.9 e deixar demais caselas em branco (6) Outro 6rgdo publico | (7)Industria (
farmacéutica
(8) Outras
fontes
9.9 (1) Sim mg A (
Nitrato
Principio Ativo (2) Nao (Deixar em B. (
branco se ndo
usar)

Nome comercial:

9.9.1 Como obtém o nitrato que esta usando no

momento?

(1) Recebe grétis no seu

hospital

(2) Recebe grétis na farmécia

do SUS

(3) Compra na farmécia

popular

(4) Compra em farmécia

comum

(5) Recebe gratis apds mandato judicial
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Se ndo pular para questdo 9.10 e deixar demais caselas em branco (6) Outro érgao publico | (7)Industria (
farmacéutica
(8) Outras
fontes
9.10 Hormonio tiroidiano (1) Sim mg A (
Nome comercial: (2) Néo (Deixar em B. (
branco se néo
usar)
9.10.1 Como obtém o horménio tireoidiano que esta (1) Recebe grétis no seu
hospital
usando no momento? (2) Recebe grétis na farmécia
do SUS
(3) Compra na farmécia
popular
(4) Compra em farmacia
comum
(5) Recebe gratis apds mandato judicial
Se ndo pular para questdo 9.11 e deixar demais caselas em branco (6) Outro érgédo publico | (7)Industria (
farmacéutica
(8) Outras
fonts
9.11 Beta blogueador (1) Sim mg A (
Principio Ativo (2) Nao (Deixar em B. (
branco se ndo
usar)
Nome comercial:
9.11.1 Como obtém o beta bloqueador que esta (1) Recebe gratis no seu
hospital
usando no momento? (2) Recebe gratis na farmécia
do SUS
(3) Compra na farmécia
popular
(4) Compra em farmécia
comum
(5) Recebe grétis apds mandato judicial
Se ndo pular para questéo 9.12e deixar demais caselas em branco (6) Outro 6rgdo publico | (7)Industria (
farmacéutica
(8) Outras
fonts
9.12 Blogueador de canal de célcio (1) Sim mg A (
Principio Ativo (2) Néo (Deixar em B. (
branco se ndo
usar)
Nome comercial:
9.12.1 Como obtém o hormadnio tireoidiano que esta (1) Recebe grétis no seu
hospital
usando no momento? (2) Recebe grétis na farmacia
do SUS
(3) Compra na farmécia
popular
(4) Compra em farmécia
comum
(5) Recebe gréatis apds mandato judicial
Se ndo pular para questdo 9.13 e deixar demais caselas em branco (6) Outro 6rgdo publico | (7)IndUstria (
farmacéutica
(8) Outras
fontes
9.13 Fibrato (1) Sim mg A (
Principio Ativo (2) Néo (Deixar em B. (

branco se ndo
usar)
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Nome
comercial:

9.13.1 Como obtém o fibrato que esta

usando no momento?

(1) Recebe grétis no seu hospital
(2) Recebe gréatis na farméacia do SUS
(3) Compra na farmacia popular
(4) Compra em farméacia comum

(5) Recebe gratis apés mandato judicial

Se ndo pular para questdo 9.14 e deixar demais caselas em branco (6) Outro érgao publico | (7)Industria ( )
farmacéutica
(8) Outras
fontes
9.14 Antidepressivo (1) Sim mg A ( )
Principio Ativo (2) Ndo (Deixar em B. ()
branco se ndo
usar)
Nome comercial:
9.14.1 Como obtém o antidepressivo que esta (1) Recebe grétis no seu
hospital
usando no momento? (2) Recebe grétis na farméacia
do SUS
(3) Compra na farmécia
popular
(4) Compra em farmécia
comum
(5) Recebe grétis apds mandato judicial
Se ndo pular para questdo 9.15 e deixar demais caselas em branco (6) Outro 6rgdo publico | (7)Industria ( )
farmacéutica
(8) Outras
fontes
9.15 Ansiolitico (1) Sim mg A ( )
Principio Ativo (2) Ndo (Deixar em B. ()
branco se ndo
usar)
Nome comercial:
9.15.1 Como obtém o ansiolitico que esta (1) Recebe grétis no seu
hospital
usando no momento? (2) Recebe grétis na farmacia
do SUS
(3) Compra na farmécia
popular
(4) Compra em farmécia
comum
(5) Recebe grétis apds mandato judicial
Se ndo pular para questdo 9.16 e deixar demais caselas em branco (6) Outro érgado publico | (7)Industria ( )
farmacéutica
(8) Outras
fontes
9.16 Outras medicaces (1) Sim Nome: A ( )
('uso continuo) (2) Néo Dose B. ( )
Nome: A ( )
Dose B. ()
Nome: A ( )
Dose B. ()

9.16.1 Como obtém estas medicagdes que esta

(1) Recebe grétis no seu
hospital




usando no momento? (2) Recebe grétis na farmécia
do SUS
(3) Compra na farmécia
popular
(4) Compra em farmécia
comum
(5) Recebe gréatis apds mandato judicial
Se ndo pular para questdo 9.16.2 e deixar demais caselas em branco | (6) Outro 6rgdo publico | (7)IndUstria
farmacéutica
(8) Outras
fontes
9.16.2 O (a) sr (a) alguma vez se esquece de tomas A.(0) Sim N&o= 1 ponto/ Sim =0
ponto
0s seus remédios? (1) N&o
9.16.3 O (a) sr (a), as vezes é descuidado com os horarios A.(0) Sim N&o= 1 ponto/ Sim =0
ponto
de tomar seus remédios? (1) N&o
9.16.4 Quando o (a) sr (a) esta se sentindo melhor, A.(0) Sim N&o= 1 ponto/ Sim =0
ponto
as vezes para de tomar seus remédios? (1) Nao
9.16.5 Algumas vezes, quando o (a) sr (a) se sentiu mal, A.(0) Sim N&o= 1 ponto/ Sim =0
ponto
aumentou a quantidade de remédio a ser tomada? (1) N&o
8.20.5 Escore de aderéncia ao Total de pontos =
tratamento?
Escore 0 = adesdo maxima Escore 1 a 2 = adesdo moderada Escore 3 a 4 = baixa adesdo
10. SINAIS E SINTOMAS
(OBTIDOS NA ENTREVISTA E/OU
NO PRONTUARIO MEDICO
10.1 O sr (a) sente muita fome, muita sede, urina muito, acorda a noite
para urinar? (1) Sim (2) Néo
10.2 O sr(a)urina pequenas quantidades varias vezes ao dia?
(1) Sim (2) Nao
10.3 O sr(a) apresentou mais de 2 infec¢des urinarias no ultimo ano?
(1) Sim (2) Nao
10.4 O sr(a) tem vontade de urinar e ndo consegue?
(1) Sim (2) Nao
10.5 Quando tem vontade urinar, precisa ser na mesma hora?
Tem urgéncia para urinar? (1) Sim (2) Néo
10.6 O sr tem dificuldade para ere¢do? A sr2 tem secura vaginal?
(1) Sim (2) Nao
10.7 O sr(a) tem diarréia
frequentemente?
(1) Sim (2) Nédo
10.8 O sr (a) fica mais de 3 dias sem evacuar?
(1) Sim (2) Nao
10.9 O sr(a) perde fezes sem sentir?
(1) Sim (2) Nao
10.10 O sr(a) sente enjoo apos a alimentacao?
(1) Sim (2) Nédo
10.11 O sr(a) se sente empachado (estdmago cheio) apds comer?
(1) Sim (2) Nédo
10.12 O sr(a) fica com suor no rosto e tronco apds comer?
(1) Sim (2) Nao
10.13 O sr(a) sente tonturas ou ja desmaiou ao se levantar? (1) Sim (2) Néo
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10.14 O sr(a) teve hipoglicemia?

Se ndo pular para 10.15 e deixar caselas em branco (1) Sim (2) Néo (
10.14.1 Se sim, o episddio de hipoglicemia foi: Al Leve/ 1) A.2 Ntimero Al(
Sim | ()
Moderado ) A2(
N&o
Hipoglicemia leve/moderada: paciente é capaz de auto medicagao B.1 Grave 1) B.2 Nimero B.1(
Sim | ()
Hipoglicemia grave: paciente necessita da ajuda de terceiros ) B.2 (
N&o
10.14.2 Qual o horario mais frequente da hipoglicemia? (1) Manha
(2) Tarde
(3) Noite
(4) Madrugada
(5) N&o sabe (
10.14.3 Se sim, esse episddio foi assintomatico (<60 mg/dL)? Quantas A (
vezes aconteceram no ultimo més? (1) Sim 2 B. ( )
N&o vezes
10.15 Algum episodio de internagéo no ultimo ano?
Se ndo pular para 10.16 (1) Sim 2 (
N&o
10.15.1 Quantas vezes o senhor (a) ficou internado no ultimo ano? () ndmero de vezes
Se ficou internado mais de 3 vezes, preencher folha anexa (
10.15.2 O senhor ficou internado em: A. Internacdo 1 ( ) (1) Quarto
B. Internacdo 2 () (2) Enfermaria
C. Internacdo 3 ( ) (3) Unidade de terapia intensiva A (
Deixar as demais caselas em branco, se tiver sido internado apenas 1 vez (4) Unidade semi intensive B. (
Se ficou internado mais de 3 vezes, preencher folha anexa (5) Emergéncia C.(
10.15.3 Quantos dias o senhor (a) A. Internacao 1: () dias
ficou internado? B. Internagdo 2: ( ) dias
C. Internacéo 3: ( ) dias A (
Se ficou internado na emergéncia por horas, considerar 1 dia B. (
Deixar as demais caselas em branco, se tiver sido internado apenas 1 vez C.(
10.15.4 Qual foi 0 motivo da A. Internacdo 1 ( ) (1) Hiperglicemia com
cetoacidose
internagdo? B. Internagdo 2 () (2) Hiperglicemia sem cetoacidose
C. Internagdo 3 ( ) (3) Hipoglicemia
(4) Complicagdes do diabetes A (
Qual:
Deixar as demais caselas em branco, se tiver sido internado (5) Outros B. (
apenas 1 vez Qual:
C.(
10.15.5 O senhor acha que houve algum A.Internagcdo 1 ( ) (1) Infeccao
fator desencadeante para sua B. Internacéo 2 () (2) N&o houve fator desencadeante
internacgdo por hiperglicemia? C. Internagdo 3 ( ) (3) Erro da administragdo de insulina A (
(4) Estresse B. (
Deixar as demais caselas em branco, se tiver sido internado apenas 1 vez (5) Outros C.(
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10.16 O sr(a) apresenta dor no peito? (1) Sim (2) Néo (
10.16.1 A dor no peito piora com esforgo? (1) Sim (2) Néo (
10.16.2 A dor no peito piora com a respiracao? (1) Sim (2) Nao (
10.16.3 A dor no peito piora quando (1) Sim (2) Néo (
aperta?
10.16.4 A dor no peito melhora com repouso? (1) Sim (2) Nao (
10.16.5 Qual a duracéo da dor no peito? ( ) Segundos
( ) Minutos
( ) Horas (
11. DADOS DO PRONTUARIO MEDICO OU OBTIDO DURANTE A
ENTREVISTA
11.1 Data da ultima informacéo do prontuério
Dia/Més/Ano (Caso néo tenha o dia, completar com
Més/Ano e, se ndo tivero Més, completar apenas com 0 Ano) / /
ou obtidos no dia da entrevista
11.2 Quantas consultas médicas compareceu no servigo (1) Uma
no ultimo ano? (2) Duas
(3) Trés
(4) Quatro
(5) Cinco
(6) Seis
(7)_Sete ou
mais
(0) Nenhuma (
11.3 Qual a causa das consultas médicas do ultimo ano? (1) Hipoglicemia
(2) Hiperglicemia
(3) InfeccBes
(4) Rotina
(5) Outras (
Descrever:
11.4 Vocé teve consultas com outros medicos no ultimo A. (1) Sim B. Numero A (
vezes/
ano? (2) N&o ano B. (
Qual?
11.5 Peso(Kg) Kg
(Pode ser obtido durante a entrevista) (
11.6 Altura(cm) cm
(Pode ser obtido durante a entrevista) (
11.7 Circunferéncia abdominal(cm) cm
(Pode ser obtido durante a entrevista) (
11.8 Circunferéncia do quadril(cm) cm
(Pode ser obtido durante a entrevista) (




99

11.9 PA sistélica(mmHg) mmHg
(Pode ser obtido durante a entrevista) ( )
11.10 PA diastélica(mmHg) mmHg
(Pode ser obtido durante a entrevista) ( )
11.11 Frequéncia cardiaca(bpm) bpm
(Pode ser obtido durante a entrevista) ( )
11.12 Exame dos pés:
11.12.1 Ulceras A. Direito (1)Sim (2) Néo - ( )
Se ndo pular para 11.12.5 | B. Esquerdo (2)Sim (2) Néo B. ( )
e deixar
demais caselas em branco
11.12.2 Localizacdo A. Direito (1) Plantar (2) Lateral (3) A ( )
Dedos
B. Esquerdo (1) Plantar (2) Lateral (3) B. ( )
Dedos
11.12.3 Margens A. Direito (1) 2 A ( )
Regulares Irregulares
B. Esquerdo 1) 2 B. ( )
Regulares Irregulares
11.12.4 Dolorosa A. Direito (1)Sim (2) Néo A ( )
B. Esquerdo (1)Sim (2) Nao B. ( )
11.12.5 Pulso pedioso A. Direito (1)Sim (2) Néo A ( )
B. Esquerdo (1)Sim (2) Néo B. ( )
11.12.6 Pulso tibial A. Direito (1)Sim (2) Néo A ( )
B. Esquerdo (1)Sim (2) Nao B. ( )
11.12.7 Pélos A. Direito (1)Sim (2) Nao A ( )
B. Esquerdo (1)Sim (2) Nao B. ( )
11.12.8 Pele seca, A. Direito (1)Sim (2) Nao A ( )
rachaduras, fissuras B. Esquerdo (2)Sim (2) Néo B. ( )
11.12.9 Calosidades A. Direito (1)Sim (2) Néo A ( )
B. Esquerdo (1)Sim (2) Nao B. ( )
11.12.10 Coloracéo dos A. Direito (2)Normal (2)Ciandtico A ( )
pés (3)Rubor postural
B. Esquerdo (1)Normal (2)Ciandtico B. ( )
(3)Rubor postural
11.12.11 Palidez & A. Direito (1)Sim (2) Nao A ( )
elevacédo dos pés
B. Esquerdo (1)Sim (2) Nao . ( )
11.12.12 Veias dorsais A. Direito (1)Normais (2)Dilatadas A ( )
(3)Colabadas
B. Esquerdo (1)Normais (2)Dilatadas B. ( )
(3)Colabadas
11.12.13 Temperatura A. Direito (1)Normal (2)Frio (3) A ( )
dos pés Quente
B. Esquerdo (1)Normal (2)Frio (3) B. ( )
Quente
11.12.14 Unhas A. Direito (1)Sim (2) Néo A ( )
atroficas, micoticas
B. Esquerdo (2)Sim (2) Néo . ( )
11.12.15 Micose A. Direito (1)Sim (2) Nao A ( )

Interdigital
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B. Esquerdo (2)Sim (2) Néo ( )
11.12.16 Amputacéo A. Direito (1)Sim (2) Néo A ( )
B. Esquerdo (2)Sim (2) Néo ( )
11.12.17 Deformidades | A. Direito Al (2) Néo
(1)Sim
A.2 (1)Dedos em garra
Se néo tiver deformidades (2)Proeminéncia de
metatarsos
deixar casela A.2 em (3)Acentuacéo de arcos Al ( )
branco plantares
(4)Desabamento antepé A2 ( )
B. Esquerdo B.1 (2) Néo
(1)Sim
B.2 (1)Dedos em garra
Se ndo tiver deformidades (2)Proeminéncia de
metatarsos
deixar casela B.2 em (3)Acentuacéo de arcos B.1 ( )
branco plantares
(4)Desabamento antepé B.2 ( )
11.12.18 Artropatia de A. Direito (1)Sim (2) Néo A ( )
Charcot
B. Esquerdo (1)Sim (2) Néo B. ( )
11.12.19 Propriocepcdo | A. Direito 1) (2) Alterada A ( )
Normal
B. Esquerdo (1) (2) Alterada B. ( )
Normal
11.12.20 Caminhar nas | A. Direito @ (2) Alterada A ()
Normal
pontas dos pés B. Esquerdo 1) (2) Alterada B. ( )
Normal
11.12.21 Caminhar com | A. Direito () (2) Alterada A ( )
calcanhar Normal
B. Esquerdo 1) (2) Alterada B. ( )
Normal
11.12.22 Monofilamento | A. Direito () (2) Alterada A ( )
10g Normal
B. Esquerdo 1) (2) Alterada B. ( )
Normal
11.13 Existe a presenca de acanthosis nigricans? (1) Sim
(2) Nédo )
11.14 Exame de fundo de olho no dltimo (1) Sim
ano
(2)Néo )
11.15 Retinopatia diabética A.(1) Ausente B. Idade ao
(2) Retinopatia pré diagndstico
proliferativa
(3) Retinopatia proliferative anos
(4) Edema macular
B. ( )
11.16 Laserterapia A.(1) Sim B. Data da A ( )
Gltima
(2) Néo B. -
11.17 Vitrectomia A.(1) Sim B. Data da A ( )
Gltima
(2) Nédo B. _
11.18 Tem outras patologias oculares? (0) Néo tem

(1) Catarata
(2) Glaucoma
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(3)Outras ( )
Descrever:

11.19 Hipertensdo Arterial A.(1) Sim B. Idade ao
(2) Nao diagnéstico A ( )
_____anos B. ( )

11.20 Dislipidemia A.(1) Sim B. Idade ao
(2) Néo diagndstico A ( )
___anos B. ( )

11.21 Hipertireoidismo A.(1) Sim B. Idade ao
(2) Nédo diagndstico A ( )
_____anos B. ( )

11.22 Hipotireoidismo (Tireoidite de Hashimoto) A.(1) Sim B. Idade ao
(2) Néo diagndstico - ( )
anos B. ( )

11.23 Nédulo de tiredide A.(1) Sim B. Idade ao

(2) Nao diagnostico

___anos

11.24 Doenga coronariana

A. Angina
B.Infarto prévio
C.Revascularizado
D. Angioplastia

(1) Sim (2) Nao
(1) Sim (2) Nao
(1) Sim (2) Nao
(1) Sim (2) Nao

11.25 Investigacdo de doenca

Coronariana

A. ECG de repouso

(1) Sim (2) Nao

B. Teste ergométrico

(1) Sim (2) Ndo

C. Eco de estresse (1) Sim (2) Nao

Criancas < 10 anos fardo avalia¢do

de acordo com o centro

D. Cintilografia

1) Sim (2) Nao

E. Escore de célcio

(1) Sim _(2) Néo

F. Cineangiocoronariografia (1) Sim (2) Néao

G. Outros (Descrever)

11.26 Arritmia cardiaca

A. Fibrilacéo atrial
B. Flutter atrial

(1) Sim (2) Nao
(1) Sim (2) N&o

C.BAV grau (1) Sim (2) Nao
D. Outras (1) Sim (2) Nédo
11.27 Doenca vascular periférica A. MMII (1) Sim (2) Néo
B.Cardtidas (1) Sim (2) Nao

C.Revascularizado
D. Angioplastia

(1) Sim (2) Nao
(1) Sim (2) Nao
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11.28 Insuficiéncia cardiaca A.(1) Sim B. Idade ao
(2) Néo diagndstico A ( )
___ anos B. ( )

11.29 DPOC/asma A.(1) Sim B. Idade ao
(2) Nao diagnostico A ( )
___ anos B. ( )

11.30 Neuropatia diabética

A.(0) N&o tem neuropatia clinica

(1) Polineuropatia sensitivo motora simétrica distal
(2) Mononeuropatia

(3) Neuropatia autonémica cardiovascular

(4) Neuropatia autondmica gastrointestinal

B. Idade diagnostico
anos
anos
anos

__ anos
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(5) Neuropatia autondmica genitourinaria (disfuncéo anos
erétil)
A ()
(6)Neuropatia autondmica genitourinaria (bexiga anos
neurogénica)
B. ( )
(7) Mais de 1 neuropatia:Descrever anos
11.31 O centro faz exame de microalbumindria ou (1) Sim, o centro faz de rotina
encaminha para realizar em laboratério fora da (2) Sim, o centro faz mas s6 para pesquisa
instituicdo? (3) Encaminha para realizar em laboratdrio fora da instituicéo
(4) O centro ndo faz e ndo encaminha pra ( )
realizar fora
11.32 Microalbumindria A. (1) Sim (B) A( )
Valor
(2) Nao aplicavel 1° amostra B. ( )
(Paciente em hemodialise ou didlise 2° amostra ( )
peritoneal)
C. Unidade: 3° amostra ( )
(1) mg/L
(2) ng /mg creatinina C.( )
(3) ng/min
11.33 Proteindria A. Frequéncia/ ano A( )
B. Valor da Gltima, B. ( )
C. Unidade: (1) mg/24 h (2)g/ 24h (3) mg/dL (4) g/L C.( )
11.34 Nefropatia diabética B. ldade diagndstico
A.(0) N&o tem nefropatia diabética
(1) Nefropatia por microalbumindria (2 amostras) anos
(2) Nefropatia por macroalbumindria (2 amostras) anos
(3) Doenga renal cronica em tratamento anos
conservador
(4) Doenga renal cronica em tratamento por anos A ( )
hemodiélise
(5) Doenga renal cronica em tratamento por dialise anos B. ( )
peritoneal
(6) Transplante renal anos
11.35 Artrite reumatoide A.(1) Sim B. Idade ao
(2) Nao diagnostico A ( )
anos B. ( )
11.36 Doenca periodontal A.(1) Sim B. Idade ao
(2) N&o diagndstico A ( )
anos B. ( )
11.37 OUTRAS (1) Sim (2) Nédo
A.
(perguntar sobre doengas autoimunes) B.
Descreva C.
D.
E. ( )
12. ESCORE DE SINTOMAS
NEUROPATICOS
12.1 Em relagéo as pernas/pés o sr (a) sente? Queimacgao ? (2) sim=2 pontos
(0) ndo=0 ( )
ponto
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Dorméncia ou (2) sim=2
pontos
formigamento (0) ndo=0 (
? ponto
Fadiga, cAimbra ou dor? (1) sim=1
ponto
(0) ndo=0 (
ponto
12.2 Qual a localizacdo mais frequente deste sintoma? (2) Pés = 2 pontos
(1) Panturrilhas = 1 ponto
(0) Qutras: =0 (
ponto
12.3 Quando ocorre o sintoma? (2) Durante a noite = 2 pontos
(1) Durante o dia e a noite = 1 ponto
(0) Apenas durante o dia = 0 ponto (
12.4 O que alivia o sintoma? (2) Caminhar = 2
pontos
(1) Levantar-se = 1 ponto
(0) Sentar ou deitar = 0 ponto (
12.5 O sr(a) ja cordou a noite por esses sintomas? (1) sim=1
ponto
(2) ndo= 0 ponto (
12.6 Total de pontos (3-4) Sintomas leves
( Colocar a soma da pontuacéo) (5-6) Sintomas moderados
(7-9) Sintomas graves (
13. ESCORE DE COMPROMETIMENTO NEUROPATICO
13.1 Reflexo Aquileu A. Direito (1)Presente (0 ponto) A (
(2)Presente ao esforco (1ponto)
(0) Ausente (2pontos)
B. Esquerdo | (1)Presente (0 ponto) B. (
(2)Presente ao esforgo (1ponto)
(0) Ausente (2pontos)
13.2 Sensibilidade Vibratéria A. Direito (1) Presente (0 ponto) (0) Ausente/diminuida A (
(1pto)
B. Esquerdo | (1) Presente (0 ponto) (0) Ausente/diminuida B. (
(1pto)
13.3 Sensibilidade dolorosa A. Direito (1) Presente (0 ponto) (0) Ausente/diminuida A (
(1pto)
B. Esquerdo | (1) Presente (O ponto) (0) Ausente/diminuida B. (
(1pto)
13.4 Sensibilidade térmica A. Direito (1) Presente (0 ponto) (0) Ausente/diminuida A (
(1pto)
B. Esquerdo | (1) Presente (O ponto) (0) Ausente/diminuida B. (
(1pto)
13.5 Total de pontos (3-5) Sinais leves
( Colocar a soma da pontuagéo) (6-8) Sinais moderados
(9-10) Sinais graves (

14. DIAGNOSTICO DE NEUROPATIA PERIFERICA

Sinais moderados + Sintomas presentes ou ausentes

Diagndstico de neuropatia na presenga de: ou

Sinais leves + Sintomas moderados
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14. (1) Sim
(0) Néo ¢ )
15. ESCALA VISUAL ANALOGICA (EVA): INTENSIDADE
DA DOR
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Sem dor
Pior dor possivel
15. Qual é a intensidade da dor nas suas pernas / pés? A. (1) Leve: <40 B.
Valor:
(2) Moderado: 40-69 A ( )
(3) Severa: >70
16. Exames laboratorias
(Dados obtidos no prontuério até 1 ano anterior a entrevista)
16.1 DATA: DIA/MES/ANO Data referente a Gltima Hemoglobina glicada / /
Exame Consta no N° vezes que Valor do Unidade de medida
ultimo
prontuario ? realizou o resultado
exame
16.2 Hemoglobina glicada (HPLC) (1) Sim Minimo: _%
(2)Ndo  A.( ) B.( ) C: Méximo: _
%
16.3 Glicemia de jejum (1) Sim
(2)Nao A.( ) B.( ) C: mg/dL
16.4 Glicemia p6s prandial (1) Sim
(2)Nao A.( ) B.( ) C: mg/dL
16.5 Colesterol total (1) Sim
(2)Ndo  A.( ) B.( ) mg/dL
16.6 LDL - Colesterol (1) Sim
(2)Ndo  A.( ) B.( ) mg/dL
16.7 HDL - Colesterol (1) Sim
(2)Ndo A.( ) B.( ) mg/dL
16.8 Triglicerideos (1) Sim
(2)Ndo A.( ) B.( ) mg/dL
16.9 Creatinina (1) Sim
(2)Ndo A.( ) B.( ) mg/dL
16.10 Acido Urico (1) Sim
(2)Nao A.( ) B.( ) mg/dL
16.11 Sédio (Na) (1) Sim
(2)Ndo A.( ) B.( ) mEq/L
16.12 Potassio (K) (1) Sim
(2)Ndo A.( ) B.( ) mEq/L
16.13 TSH (1) Sim
(2)Nao A.( ) B.( ) muU/mL
16.14 T4 livre ( Se TSH alterado) (1) Sim
(2)Nao A.( ) B.( ) ng/dL
16.15 Vitamina B12 (1) Sim
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(2)Ndao A( B.( ) C: pg/mL
16.19 PC reativa ultrassensivel (1) Sim
(2)Ndao A( B.( ) C: mg/L
16.20 Albumina (1) Sim
(2)Ndo A B.( ) C: g/dL
16.21 Hemacias (1) Sim
(2) Ndo A.( B.( ) C: células/mm?
16.22 Hemoglobina (1) Sim
(2)Ndao A B.( ) C: g/dL
16.23 Leucdcitos totais (1) Sim
(2)Nao  A.( B.( ) C: células/mm?
16.24 Plaquetas (1) Sim
(2) Ndo  A.( B.( ) C: células/mm?
16.25 VHS (1) Sim
(2)Nao A B.( ) C: mm
16.26 Concentragao urindria de (1) Sim Amostra
albumina em spot urinério (2)Ndo A B.( ) ,lblmostra mg/L
17. ECG | DATA = A
17.1. Normal
Se ECG normal pular para questéo 18 (1) sim (2) ndo ( )
17.2. Alterac6es inespecificas de repolarizagéo ventricular (1) sim (2) ndo ( )
17.3. Repolarizacédo precoce (1) sim (2) ndo ( )
17.4. Desvio de eixo QRS para direita (1) sim (2) ndo ( )
17.5. Bloqueio de ramo direito (1) sim (2) ndo ( )
17.6. Bloqueio de ramo esquerdo (1) sim (2) ndo ( )
17.7. Hemibloqueio anterior esquerdo (1) sim (2) ndo ( )
17.8. Extra-sistoles supraventriculares (1) sim (2) ndo ( )
17.9. Extra-sistoles ventriculares (1) sim (2) ndo ( )
17.10. Area inativa (1) sim (2) ndo ( )
18. Avaliagdo da neuropatia autondmica cardiovascular
18.1 Data / (Y
18.2 Very Low Frequency
(1) sim Valor: ( )
18.3 Low Frequency
(1) sim Valor: ( )
18.4 High Frequency
(1) sim Valor: ( )
18.5 Coeficiente 30:15
(1) sim Valor: ( )
18.6 Valsalva
(1) sim Valor: ( )
18.7 Coeficiente respiratorio
(1) sim Valor: ( )
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18.8 Queda da Pressao arterial Sistolica

(>20 mmHg)
(1) sim (2) nédo

19. EUROQUOL.: Avaliacdo da qualidade de vida

(apenas em pacientes >10 anos)

Solicitar ao pacientes como se sente hoje em relacéo a:

19.1 Mobilidade

(1)néo tenho problema em andar
(2) tenho alguns problemas em andar
(3) estou limitado a ficar na cama/cadeira

19.2 Cuidados pessoais

(1) ndo tenho problemas
(2) tenho alguns problemas para me lavar ou me vestir

(3) sou incapaz de me lavar ou me vestir
s0zinho

19.3 Atividades habituais
(ex:trabalho, estudos, atividades

domeésticas, atividades em familia

ou lazer)

(1) néo tenho problemas

(2) tenho alguns problemas em
desempenhé-las
(3) sou incapaz de desempenhar minhas atividades

19.4 Dor/Mal estar

(1) nédo tenho dores ou mal-estar
(2) tenho dores ou mal-estar moderados
(3) tenho dores ou mal-estar extremos

19.5 Ansiedade/ Depressdo

(1) ndo estou ansioso ou deprimido
(2) estou moderadamente ansioso(a) ou deprimido(a)
(3) estou extremamente ansioso(a) ou deprimido(a)

Questionario SF-6D - Brasil ( Marque o
sente)

item que mais se aproxima da maneira como voce se

19.6 Capacidade funcional

(1)Sua saude nao dificulta que vocé faga atividades
vigorosas

(2)Sua saude dificulta um pouco que vocé faca atividades
vigorosas

(3)Sua saude dificulta um pouco que vocé faga atividades
moderadas

(4)Sua satde dificulta muito que vocé faca atividades

vigorosas
(5)Sua saude dificulta um pouco para vocé tomas banho ou

vestir-se
(6)Sua saude dificulta muito para vocé tomas banho ou
vestir-se

19.7 Limitagéo global

(1)Voceé ndo teve problemas com o seu trabalho ou alguma outra atividade
diaria regular como consequéncia de sua saude fisica ou algum problema
Emocional

(2)VVocé esteve limitado no seu tipo de trabalho ou em outras atividades
como consequéncia de sua saude fisica

(3)Vocé realizou menos tarefas do que vocé gostaria como consequéncia
de algum problema emocional

(4) Vocé esteve limitado no seu tipo de trabalho ou em outras atividades
como consequéncia de sua saude fisica e realizou menos tarefas do que
vocé gostaria como consequéncia de algum problema emocional

19.8 Aspectos sociais

(1) Sua saude fisica ou problemas emocionais ndo interferiram em suas
atividades sociais_em nenhuma parte do tempo

(2) Sua saude fisica ou problemas emocionais ndo interferiram em suas
atividades sociais em uma pequena parte do tempo

(3) Sua saude fisica ou problemas emocionais ndo interferiram em suas
atividades sociais em alguma parte do tempo

(4) Sua saude fisica ou problemas emocionais nao interferiram em suas
atividades sociais na maior parte do tempo

(5) Sua saude fisica ou problemas emocionais nao interferiram em suas
atividades sociais todo o tempo
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19.9 Dor (1) Vocé néo teve nenhuma dor no corpo

casa)

(incluindo

tanto o trabalho fora de casa e dentro de casa)

(2) Vocé teve dor, mas a dor_ndo interferiu de maneira alguma em seu
trabalho normal (incluindo tanto o trabalho fora de casa e dentro de

(3) Vocé teve dor, que interferiu um pouco em seu trabalho normal
(incluindo tanto o trabalho fora de casa e dentro de casa)

(4) Vocé teve dor, que interferiu moderadamente em seu trabalho normal
(incluindo tanto o trabalho fora de casa e dentro de casa)

(5) Vocé teve dor, que interferiu_bastante em seu trabalho normal

(6) Vocé teve dor, que interferiu extremamente em seu trabalho normal (
(incluindo tanto o trabalho fora de casa e dentro de casa)
19.10 Sadde mental (1) Voceé nunca tem se sentido uma pessoa muito nervosa ou desanimada e
abatida
(2) Vocé tem se sentido uma pessoa muito nervosa ou desanimada e
abatida
em uma pequena parte do tempo
(3) Vocé tem se sentido uma pessoa muito nervosa ou desanimada e
abatida
em alguma parte do
tempo
(4) Voceé tem se sentido uma pessoa muito nervosa ou desanimada e
abatida
na maior parte do tempo
(5) Vocé tem se sentido uma pessoa muito nervosa ou desanimada e
abatida
todo o tempo (
19.11 Vitalidade (1) Voce tem se sentido com muita energia_todo o
tempo
(2) Vocé tem se sentido com muita energia_na maior parte
do tempo
(3) Vocé tem se sentido com muita energia_em alguma parte do tempo
(4) Vocé tem se sentido com muita energia_em uma pequena parte do
tempo
(5) Vocé tem se sentido com muita energia_nunca
(4) Vocé tem se sentido uma pessoa muito nervosa ou desanimada e (
abatida
Questionario WPAI ( Produtividade e capacidade diminuida no trabalho - Questionario de salde
geral
Problema de satde = qualquer problema fisico ou emocional ou sintoma
19.12 Vocé esté atualmente empregado (trabalho remunerado)? (1) Sim
Se ndo pular para questéo 19.17 (2) Néo
19.13 Durante os Gltimos 7 dias, quantas horas vocé deixou de trabalhar por
causa de problemas de salide?
Inclua as horas néo trabalhadas quando vocé esteve doente, chegou atrasado, saiu
mais cedo etc., por causa de sua saude ou problemas digestivos. N&o inclua o tempo HORAS
que vocé perdeu para participar deste estudo (
19.14 Durante os ultimos 7 dias, quantas horas vocé deixou de trabalhar por
causa de qualquer outra razdo, como férias, feriado, tempo livre para participar
HORAS
deste estudo? (
19.15 Durante os ultimos 7 dias, quantas horas vocé trabalhou?
Se "0" escreva "0" e pule para questao (
19.17 HORAS
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19.16 Durante os ultimos 7 dias, quanto os seus problemas afetaram a sua
produtividade enquanto vocé estava trabalhando?

Pense nos dias que vocé esteve limitado na quantidade ou tipo de trabalho que vocé poderia

fazer, dias em que vocé fez menos do que vocé gostaria, ou dias em que vocé foi menos
cuidadoso do que o normal no seu trabalho.

Se os problemas de salde afetaram seu trabalho s6 um pouco, escolha um niimero
baixo.
Escolha um ndmero alto se os problemas de salde afetaram demais o seu trabalho.

Problemas de salide

Problemas de satide

me impediram

ndo afetaram meu o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 completamente de ( )
trabalho trabalhar

19.17 Durante os ultimos 7 dias, quanto os seus problemas afetaram a sua

capacidade de fazer suas atividades regulares diarias, (outras além do trabalho do seu

emprego)?

Por atividades regulares, queremos dizer atividades comuns que vocé faz em casa, fazer compras, cuidar das criancas, ginastica,
estudo, etc.

Pense nas vezes que vocé esteve limitado na quantidade ou tipo de atividades que vocé pode fazer e nas vezes que vocé fez menos do
que

VOCé gostaria

Se os problemas de satde afetaram seu trabalho s6 um pouco, escolha um nimero

baixo.

Escolha um naimero alto se os problemas de salide afetaram demais o seu trabalho.

Problemas de salde Problemas de saiide me impediram
ndo afetaram meu 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 completamente de ( )

trabalho

trabalhar
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20.Avaliacdo do estado de saude: Solicitar ao paciente que marque na escala a nota que classifica

0 seu estado de saude (O valor 100 significa o melhor estado de satde e 0 0 o pior estado de satde)

O MELHOR 100
ESTADO DE
SAUDE
IMAGINAVEL
90
80
70
60
50
40
30
20
10
O PIOR ESTADO
DE SAUDE
IMAGINAVEL 0
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10. FOLHA ANEXA -
INTERNACOES

10.15.2 O senhor ficou internado em: D. Internagdo 1 ( ) (1) Quarto
E. Internacdo 2 ( ) (2) Enfermaria
F. Internagdo 3 ( ) (3) Unidade de terapia intensiva D. (
Deixar as demais caselas em branco, se tiver sido internado apenas 1 vez (4) Unidade semi intensive E.(
Se ficou internado mais de 3 vezes, preencher folha anexa (5) Emergéncia F.(
10.15.3 Quantos dias o senhor (a) D. Internacdo 1: ( ) dias
ficou internado? E. Internacéo 2: ( ) dias
F. Internagdo 3: ( ) dias D. (
Se ficou internado na emergéncia por horas, considerar 1 dia E. (
Deixar as demais caselas em branco, se tiver sido internado apenas 1 vez F.(
10.15.4 Qual foi 0 motivo da D. Internagdo 1 () (1) Hiperglicemia com
cetoacidose
internagdo? E. Internacdo 2 ( ) (2) Hiperglicemia sem cetoacidose
F. Internagdo 3 ( ) (3) Hipoglicemia
(4) Complicagdes do diabetes D. (
Qual:
Deixar as demais caselas em branco, se tiver sido internado (5) Outros E. (
apenas 1 vez Qual:
F.(
10.15.5 O senhor acha que houve algum D. Internagdo 1 ( ) (1) Infeccéo
fator desencadeante para sua E. Internacdo 2 ( ) (2) N&o houve fator desencadeante
internacgéo por hiperglicemia? F. Internagdo 3 ( ) (3) Erro da administrag8o de insulina D. (
(4) Estresse E. (
Deixar as demais caselas em branco, se tiver sido internado apenas 1 vez (5) Outros F. (
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ANEXO C - Estimativa de ancestralidade genémica individual frente aos clusters inferidos

pelo software Structure

AMOSTRA AMERINDIA EUROPEIA AFRICANA

91307
91321
91322
91323
91324
91325
91326
91417
91418
91419
91420
92133
92146
92147
92158
92159
92164
92165
92167
92168
92190
92470
92471
92472
92473
92474
92475
92486
92487
92488
92489
92490
92492
92493
92494
92495
92497
92498
93584
93586

2%
12%
8%
16%
21%
3%
2%
5%
2%
28%
1%
4%
6%
3%
3%
3%
37%
10%
8%
9%
6%
2%
6%
2%
4%
6%
2%
4%
2%
14%
29%
1%
31%
37%
2%
1%
13%
1%
2%
5%

96%
67%
67%
20%

4%
96%
85%
24%
60%

8%
52%
88%
40%
64%
92%
73%
40%
77%
85%
91%
68%
50%
69%
74%
46%
41%
96%
81%
73%
79%
69%
96%
56%
32%
94%
57%
54%
98%
75%
83%

1%
21%
25%
64%
76%

1%
12%
71%
38%
64%
47%

8%
54%
33%

5%
24%
23%
13%

7%

1%
27%
48%
26%
24%
50%
53%

1%
16%
25%

7%

2%

3%
13%
31%

3%
42%
33%

1%
24%
12%

93516
93517
93519
93520
93521
93523
93525
93526
93528
93529
93530
93531
93534
93535
93538
93539
93540
93541
93543
93544
93545
93546
93548
93549
93552
93553
93554
93555
93556
93557
93559
93560
93562
93563
93574
93575
93576
93578
93581
93583

15%
3%
2%

11%
3%
3%
5%
3%
5%
2%

20%

29%
4%

27%
5%

15%
3%

14%
8%
3%
3%

13%

27%

48%
4%
3%

36%
2%
2%

13%
5%
8%
7%
7%
2%

21%

12%
2%

12%
1%

40%
64%
96%
84%
78%
81%
55%
88%
89%
95%
62%
60%
92%
54%
81%
80%
92%
65%
81%
65%
86%
85%
29%
42%
82%
68%
47%
94%
91%
77%
85%
72%
49%
79%
49%

8%
87%
97%
87%
96%

45%
33%
3%
5%
19%
16%
40%
9%
6%
3%
18%
11%
4%
19%
15%
5%
6%
22%
11%
33%
11%
1%
44%
10%
14%
29%
17%
5%
6%
10%
10%
20%
44%
15%
49%
71%
1%
2%
2%
4%




93587
93591
93594
93597
93598
93602
93604
93606
93607
93609
93610
93612
93616
94279
94280
94281
94282
94283
94285
94285
94286
94287
94288
94289
94292
94294
94296
94298
94300
94301
94302
94303
94304
94306
94309
94319
94321
94323
94324
94335
94336
94337
94338
94339

1%
0%
7%
1%
1%
4%
6%
3%
4%
2%
3%
5%
4%
6%
9%
13%
5%
3%
22%
22%
18%
14%
15%
2%
6%
20%
20%
6%
5%
35%
2%
3%
16%
27%
2%
7%
8%
1%
10%
4%
11%
7%
6%
22%

99%
99%
80%
96%
99%
82%
93%

3%
87%
97%
96%
93%
92%
72%
67%
66%
39%
81%
70%
69%
51%
41%
68%
36%
22%
44%
54%
79%
58%
61%
61%
96%
68%
60%
78%
86%
62%
76%
69%
93%
74%
73%
64%
68%

0%
1%
13%
3%
1%
14%
1%
95%
9%
1%
1%
2%
4%
22%
24%
21%
56%
16%
8%
9%
32%
45%
17%
62%
72%
36%
27%
16%
38%
4%
37%
2%
16%
13%
19%
7%
30%
23%
21%
3%
15%
20%
30%
10%

94341
94342
94343
94344
94345
94346
94347
94350
94353
94354
94356
94357
94360
94361
94362
94363
94364
94365
94366
94367
94368
94369
94370
94371
94372
94373
94374
94376
94377
94378
94379
94380
94381
94382
94383
94384
94385
94386
94387
94389
94390
94391
94392
94393

2%
30%
72%

3%
13%

3%

2%
14%
28%

4%

4%

3%

8%
34%
21%
10%

6%
45%

3%
13%
19%
24%
32%
17%
31%

3%
14%
18%

2%
11%
13%
34%

9%

3%
42%

9%
15%
19%
11%

7%
23%

3%
23%
10%

94%
60%
26%
66%
85%
93%
50%
57%
34%
54%
52%
92%
82%
64%
76%
56%
75%
45%
96%
86%
33%
60%
61%
60%
32%
57%
52%
65%
62%
65%
77%
48%
86%
92%
44%
81%
71%
56%
80%
82%
53%
64%
66%
85%

4%
10%
2%
31%
2%
4%
49%
29%
38%
42%
43%
5%
10%
2%
3%
34%
19%
9%
2%
1%
48%
16%
7%
23%
37%
41%
34%
16%
36%
24%
10%
18%
5%
5%
13%
10%
14%
25%
9%
11%
25%
33%
11%
4%
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94340 3% 94% 3%
94395 4% 76% 20%
94397 10% 58% 33%
94398 4% 95% 1%
94399 17% 38% 45%
94400 3% 70% 27%
94401 5% 92% 2%
94402 15% 83% 3%
94403 35% 25% 40%
94404 24% 72% 5%
94405 38% 61% 2%
94406 12% 65% 24%
94407 3% 83% 15%
94408 25% 61% 14%
94409 4% 70% 26%
94546 5% 79% 16%
94547 4% 82% 14%
94578 2% 98% 1%
94579 2% 23% 75%
94580 4% 96% 1%
94581 1% 97% 3%
94582 30% 61% 9%
94583 7% 43% 50%
94584 2% 81% 17%
94586 11% 84% 5%
94588 1% 98% 2%
94590 2% 72% 26%
94591 1% 51% 48%
94592 4% 90% 6%
94593 1% 40% 59%
94594 4% 86% 11%
94595 8% 90% 1%
94597 3% 94% 4%
94598 1% 92% 7%
94599 5% 92% 3%
94601 14% 80% 6%
94602 4% 95% 1%
94603 28% 71% 1%
94604 7% 92% 1%
94606 2% 96% 2%
94608 20% 79% 1%
95816 7% 75% 19%
95821 3% 63% 34%
95823 4% 63% 34%
95825 25% 51% 25%

94394 6% 30% 65%
95827 4% 69% 27%
95828 38% 54% 8%
95829 2% 49% 49%
95830 1% 51% 48%
95831 18% 57% 25%
95832 5% 86% 9%
95833 6% 74% 20%
95834 3% 69% 29%
95835 3% 27% 69%
95836 3% 75% 23%
95837 3% 64% 34%
95838 3% 79% 19%
95839 7% 59% 34%
95840 8% 53% 39%
95841 2% 90% 9%
95842 3% 90% 7%
95843 2% 60% 38%
95844 5% 15% 80%
95845 8% 47% 45%
95846 4% 66% 30%
95847 40% 35% 25%
95848 2% 88% 9%
95849 2% 67% 31%
95850 5% 81% 14%
95851 31% 39% 30%
95852 9% 77% 15%
95853 27% 56% 18%
95854 9% 64% 27%
95855 36% 53% 11%
96209 9% 54% 37%
96210 1% 69% 29%
96213 28% 61% 12%
96215 15% 37% 48%
96216 2% 54% 45%
96217 5% 46% 49%
96218 7% 41% 52%
96219 3% 69% 29%
96221 10% 84% 6%
96222 5% 94% 1%
96224 6% 91% 2%
96225 20% 69% 12%
96249 62% 22% 16%
96250 28% 71% 1%
96251 18% 71% 11%
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95826 30% 57% 12%
96253 54% 32% 14%
96254 3% 72% 25%
96255 19% 60% 21%
96256 1% 51% 48%
96257 34% 63% 4%
96258 8% 58% 34%
96259 4% 83% 13%
96260 1% 80% 20%
96261 31% 53% 16%
96262 11% 86% 3%
96263 7% 92% 1%
96264 70% 9% 21%
96265 1% 99% 1%
96266 1% 72% 27%
96267 45% 54% 1%
96268 14% 71% 15%
96269 21% 48% 31%
96270 1% 82% 18%
96271 47% 51% 2%
96272 2% 85% 13%
96273 4% 92% 4%
96274 7% 83% 10%
96275 2% 90% 8%
96276 8% 76% 16%
96277 20% 36% 44%
96278 2% 85% 13%
96279 16% 65% 19%
96280 8% 70% 22%
96281 8% 85% 7%
96282 5% 88% 8%
96283 14% 60% 26%
96284 6% 86% 8%
96285 37% 44% 19%
96286 4% 67% 29%
96287 49% 29% 22%
96288 27% 38% 35%
96289 6% 72% 22%
96290 4% 83% 13%
96291 21% 75% 4%
96292 16% 47% 37%
96293 38% 49% 13%
96294 17% 77% 6%
96295 11% 61% 28%

96296

2%

94%

5%

96252 2% 72% 26%
96298 15% 61% 24%
96299 6% 87% 7%
96300 10% 85% 6%
96301 19% 78% 4%
96302 7% 83% 9%
96303 7% 90% 4%
96304 17% 72% 11%
96305 44% 22% 34%
96307 9% 82% 9%
96308 14% 76% 10%
96309 27% 60% 13%
96310 31% 34% 35%
96311 31% 41% 28%
96312 8% 71% 21%
96313 4% 86% 10%
96314 12% 60% 28%
96315 25% 62% 13%
96316 4% 82% 14%
96317 4% 72% 24%
96318 3% 80% 17%
96320 4% 62% 35%
96321 26% 70% 4%
96322 11% 80% 9%
96323 4% 76% 21%
96324 11% 77% 13%
96325 3% 73% 24%
96326 8% 81% 11%
96327 33% 49% 19%
96328 3% 90% 8%
96329 4% 84% 12%
96330 1% 97% 1%
96331 5% 87% 8%
96332 22% 61% 17%
96333 4% 91% 5%
96334 7% 88% 6%
96335 9% 55% 36%
96336 21% 53% 26%
96337 13% 47% 40%
96338 3% 12% 85%
96339 4% 62% 33%
96340 11% 85% 5%
96341 16% 63% 21%
96342 7% 83% 10%
96343 5% 81% 14%
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96297 40% 34% 26%
96345 12% 67% 21%
96346 5% 72% 23%
96347 2% 55% 43%
96348 3% 55% 42%
96349 14% 47% 40%
96350 3% 46% 51%
96351 18% 58% 23%
96352 13% 64% 24%
96353 2% 94% 4%
96354 34% 47% 19%
96355 3% 73% 25%
96356 16% 60% 24%
96357 9% 29% 62%
96358 4% 72% 24%
96359 13% 63% 25%
96360 4% 51% 45%
96361 6% 81% 13%
96362 11% 54% 35%
96363 18% 62% 20%
96365 8% 78% 15%
96366 18% 73% 9%
96367 10% 81% 9%
96369 4% 78% 18%
96370 6% 88% 7%
96373 6% 90% 4%
96374 5% 92% 3%
96375 18% 51% 31%
96376 5% 90% 5%
96378 4% 52% 44%
96380 34% 28% 38%
96381 3% 95% 3%
96382 33% 61% 6%
96384 28% 45% 27%
96385 2% 75% 23%
96386 10% 88% 2%
96387 30% 31% 39%
96388 10% 80% 10%
96389 9% 69% 22%
96390 2% 86% 12%
96392 5% 65% 31%
96393 3% 97% 0%
96394 4% 88% 7%
96395 8% 79% 13%

96396

27%

65%

8%

96344 2% 52% 46%
96399 2% 98% 1%
96400 3% 97% 1%
96401 1% 90% 9%
96402 2% 97% 1%
96403 2% 97% 1%
96404 1% 90% 10%
96405 5% 87% 8%
96406 7% 93% 1%
96407 3% 89% 8%
96408 1% 98% 1%
96409 3% 96% 1%
96410 10% 88% 2%
96411 2% 91% 6%
96412 1% 97% 2%
96413 2% 92% 6%
96414 7% 92% 1%
96415 4% 96% 1%
96416 1% 72% 27%
96417 38% 13% 49%
96418 1% 84% 16%
96420 1% 99% 1%
96422 1% 98% 1%
96423 22% 35% 44%
96424 1% 58% 41%
96425 1% 90% 9%
96426 1% 98% 1%
96427 14% 85% 1%
96428 1% 99% 0%
97074 41% 47% 12%
97853 4% 59% 37%
97857 7% 46% 47%
97859 5% 84% 11%
97862 30% 45% 24%
97863 4% 91% 6%
97864 6% 89% 5%
97865 6% 84% 11%
97866 2% 83% 14%
97867 5% 85% 10%
97868 3% 80% 17%
97869 5% 87% 9%
97870 12% 49% 39%
97871 7% 70% 23%
97872 4% 91% 5%
97873 50% 30% 21%
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96397 1% 99% 1%
97875 3% 85% 12%
97877 18% 80% 2%
97878 21% 62% 17%
97879 4% 95% 2%
97880 8% 56% 36%
97881 22% 35% 43%
97882 43% 44% 13%
97883 5% 91% 4%
97884 42% 57% 1%
97885 3% 75% 22%
97886 3% 83% 14%
97887 3% 96% 1%
97890 7% 88% 5%
97891 4% 79% 17%
97892 13% 74% 13%
97893 5% 91% 4%
97894 8% 87% 6%
97895 12% 77% 11%
97896 1% 73% 27%
97897 15% 77% 7%
97898 2% 95% 3%
97899 1% 75% 24%
97901 1% 79% 19%
97902 37% 61% 2%
97903 21% 50% 30%
97904 2% 94% 4%
97905 3% 70% 27%
97906 2% 69% 29%
97907 3% 86% 11%
97908 1% 74% 25%
97909 13% 62% 26%
97910 2% 94% 4%
97911 15% 67% 18%
97912 5% 75% 20%
97913 31% 62% 7%
97914 2% 82% 16%
97915 14% 79% 7%
97917 30% 3% 66%
97918 10% 41% 48%
97919 53% 30% 17%
97920 17% 77% 7%
97921 13% 57% 30%
97922 6% 56% 37%
97923 4% 71% 25%
97924 3% 42% 56%

97874 12% 67% 22%
97925 2% 55% 44%
97926 1% 72% 27%
97927 3% 96% 1%
97928 14% 61% 25%
97929 21% 37% 42%
97930 1% 2% 97%
97931 2% 87% 12%
97932 34% 26% 40%
97933 27% 59% 13%
97934 19% 5% 76%
97935 1% 84% 15%
97937 7% 72% 21%
97938 4% 95% 1%
97939 2% 3% 96%
97940 4% 66% 30%
97941 2% 65% 33%
97942 2% 56% 43%
97943 3% 65% 32%
97944 2% 54% 44%
97945 2% 93% 6%
97947 2% 84% 14%
97948 1% 34% 64%
97949 2% 63% 35%
97951 3% 43% 54%
97952 4% 25% 72%
97953 2% 74% 25%
97954 1% 36% 63%
97955 3% 62% 34%
97956 2% 70% 28%
97957 15% 5% 81%
97958 14% 38% 48%
97959 3% 45% 52%
97960 1% 74% 25%
97961 1% 37% 63%
97962 4% 64% 32%
97963 9% 54% 37%
97964 2% 52% 46%
97965 5% 70% 25%
97966 5% 33% 62%
97967 1% 83% 15%
97968 6% 92% 1%
97969 5% 50% 45%
97970 4% 74% 22%
97971 3% 40% 58%
97972 8% 48% 44%
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97973
97975
97976
97977
97979
97980
97981
97982
97983
97984
97985
97986
97987
97988
97989
97990
97991
97992
97993
97994
97995
97996
97997
97998
97999
98000
98001
98002
98003
98005
98006
98007
98009
98010
98011
98012
98013
98015
98016
98017
98020
98021
98022
98023
98024

35%
12%
3%
17%
17%
2%
2%
17%
2%
21%
19%
1%
3%
2%
4%
32%
3%
9%
9%
2%
7%
3%
6%
32%
3%
3%
4%
9%
32%
33%
14%
8%
33%
18%
20%
14%
36%
5%
34%
24%
33%
4%
18%
3%
2%

12%
76%
52%

7%
39%
60%
55%
29%
42%
47%

5%
94%
74%
65%
21%
18%
65%
51%
18%
67%
17%
45%
80%
14%
58%
60%
81%
37%
55%
28%
24%
54%
43%
53%
33%
42%
31%
46%
16%
66%
35%
94%
80%
50%
79%

54%
12%
45%
76%
44%
37%
43%
54%
56%
31%
77%

5%
23%
33%
75%
50%
33%
40%
73%
31%
77%
53%
14%
54%
40%
37%
15%
54%
13%
38%
62%
38%
24%
29%
47%
44%
33%
48%
50%
10%
32%

2%

2%
47%
19%

98025
98026
98027
98028
98029
98030
98031
98032
98033
98034
98035
98036
98037
98038
98039
98040
98041
98042
98043
98044
98045
98046
98047
98048
98049
98050
98051
98053
98054
98055
98056
98057
98058
98059
98060
98061
98062
98063
98064
98065
98066
98067
98068
98069
98070

22%
8%
20%
2%
29%
4%
1%
33%
10%
25%
2%
13%
36%
15%
2%
8%
42%
6%
14%
32%
10%
9%
3%
5%
3%
3%
2%
9%
28%
32%
14%
11%
16%
14%
1%
3%
11%
2%
3%
7%
3%
3%
5%
38%
25%

76%
80%
55%
66%
28%
80%
70%
33%
85%
54%
96%
83%
12%
55%
69%
90%
55%
75%
73%
55%
74%
63%
62%
23%
81%
84%
59%
68%
68%
60%
31%
52%
62%
60%
75%
91%
28%
89%
79%
51%
92%
90%
86%
42%
35%

2%
12%
25%
32%
43%
16%
29%
33%

5%
21%

1%

4%
52%
30%
29%

2%

3%
19%
14%
13%
16%
28%
36%
71%
16%
14%
40%
24%

4%

8%
55%
37%
22%
26%
24%

6%
61%

9%
18%
43%

5%

7%

8%
21%
40%
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98071
98072
98073
98074
98075
98076
98077
98078
98079
98080
98081
98082
98083
98084
98085
98086
98087
98088
98089
98090
98091
98092
98094
98095
98096
98099
98100
98101
98102
98103
98104
98106
98107
98108
98109
98110
98111
98112
98113
98114
98115
98116
98117
98118
98119

2%
20%
3%
1%
5%
16%
8%
3%
5%
6%
6%
37%
7%
7%
4%
12%
8%
3%
26%
10%
4%
8%
4%
14%
24%
3%
7%
3%
8%
65%
8%
9%
31%
12%
18%
26%
29%
9%
12%
21%
19%
3%
7%
6%
12%

64%
42%
89%
89%
93%
82%
89%
77%
53%
81%
59%
51%
72%
90%
60%
64%
72%
58%
59%
45%
86%
44%
50%
83%
26%
36%
89%
95%
87%
31%
74%
53%
24%
13%
50%
71%
42%
77%
53%
68%
75%
95%
83%
80%
76%

35%
38%

8%
11%

3%

2%

3%
20%
43%
14%
36%
12%
21%

3%
37%
24%
21%
39%
16%
45%
10%
48%
46%

3%
51%
61%

4%

2%

6%

4%
18%
38%
46%
75%
32%

3%
29%
14%
35%
11%

6%

3%
11%
14%
12%

98120
98121
98122
98123
98124
98125
98126
98127
98128
98129
98130
98131
98132
98133
98134
98135
98136
98137
98138
98139
98140
98141
98142
98145
98146
98147
98148
98149
98150
98151
98152
98154
98155
98156
98157
98158
98159
98160
98161
98162
98163
98164
98165
98168
98169

25%
12%
10%
11%
19%
10%
28%
2%
43%
14%
11%
2%
3%
4%
16%
10%
8%
13%
5%
3%
18%
5%
24%
3%
8%
8%
8%
9%
11%
26%
5%
19%
1%
6%
6%
1%
1%
2%
5%
0%
7%
1%
14%
1%
4%

70%
79%
81%
55%
72%
71%
64%
97%
45%
63%
84%
97%
95%
91%
59%
85%
87%
65%
91%
91%
64%
93%
67%
96%
75%
85%
85%
75%
71%
68%
91%
66%
76%
56%
93%
80%
99%
75%
93%
96%
92%
99%
69%
88%
90%

5%
9%
9%
34%
9%
20%
8%
1%
12%
23%
5%
1%
2%
5%
25%
5%
5%
22%
4%
6%
17%
2%
10%
1%
18%
7%
7%
16%
18%
6%
5%
15%
23%
38%
1%
20%
1%
23%
2%
4%
1%
0%
17%
12%
6%
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98170
98171
98172
98173
98174
98175
98177
98178
98179
98180
98181
98182
98183
98184
98185
98186
98187
98188
98190
98191
98192
98193
98194
98195
98196
98197
98201
98202
98206
98207
98209
98224
98225
98227
98228
98229
98230
98231
98233
98234
98235
98236
98237
98238
98239

1%
1%
1%
38%
10%
1%
37%
26%
16%
9%
23%
5%
8%
2%
13%
1%
1%
22%
0%
1%
1%
2%
5%
4%
4%
4%
0%
18%
20%
5%
9%
7%
12%
16%
2%
2%
12%
8%
36%
64%
3%
2%
5%
23%
49%

99%
69%
99%
60%
78%
99%
52%
74%
81%
90%
77%
94%
92%
93%
83%
83%
64%
72%
99%
98%
98%
45%
93%
82%
86%
96%
79%
75%
79%
77%
90%
75%
82%
56%
56%
87%

7%
61%
44%
28%
77%
47%
86%
54%
41%

0%
30%
1%
2%
12%
0%
12%
0%
2%
1%
1%
2%
0%
5%
4%
17%
35%
6%
1%
1%
2%
53%
1%
14%
10%
1%
21%
8%
1%
19%
1%
18%
6%
28%
41%
11%
81%
31%
20%
8%
20%
52%
9%
23%
9%

98240
98241
98242
98243
98244
98245
98246
98247
98248
98249
98250
98251
98252
98253
98254
98255
98256
98257
98258
98259
98260
98261
98262
98263
98264
98265
98266
98267
98268
98269
98270
98271
98272
98273
98274
98275
98276
98277
98278
98279
98280
98281
98282
98283
98284

23%
2%
18%
39%
7%
20%
26%
19%
15%
36%
10%
14%
31%
17%
18%
38%
21%
6%
11%
25%
3%
5%
4%
6%
28%
10%
27%
9%
9%
3%
30%
14%
5%
13%
7%
1%
32%
36%
14%
29%
4%
10%
2%
11%
14%

73%
74%
70%
56%
64%
46%
55%
71%
78%
46%
67%
71%
59%
49%
75%
27%
52%
83%
69%
67%
96%
69%
52%
83%
46%
68%
68%
41%
85%
55%
61%
41%
76%
63%
78%
58%
61%
46%
72%
62%
60%
80%
50%
74%
57%

3%
24%
12%

5%
29%
34%
19%
10%

7%
19%
23%
15%
10%
33%

8%
36%
28%
12%
20%

8%

1%
26%
44%
12%
25%
22%

5%
50%

6%
42%

9%
45%
20%
24%
14%
41%

7%
18%
14%

9%
36%
11%
49%
15%
29%
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98285
98286
98287
98288
98289
98290
98291
98292
98293
98294
98295
98296
98297
98298
98299
98300
98301
98302
98303
98305
98306
98307
98308
98309
98310
98311
98312
98313
98314
98315
98316
98317
98318
98319
98320
98321
98322
98323
98324
98325
98326
98327
98328
98329
98484

17%
8%
15%
18%
4%
17%
12%
3%
8%
17%
4%
1%
8%
3%
2%
39%
8%
14%
1%
5%
2%
1%
0%
17%
2%
1%
38%
5%
2%
7%
30%
1%
1%
1%
1%
11%
3%
1%
26%
3%
4%
5%
4%
2%
12%

52%
61%
53%
80%
53%
42%
73%
84%
42%
72%
74%
83%
90%
86%
81%
27%
55%
85%
99%
94%
98%
99%
80%
78%
96%
98%
54%
79%
98%
89%
63%
86%
98%
98%
98%
87%
45%
66%
73%
28%
60%
93%
54%
66%
62%

31%
31%
32%
2%
43%
41%
16%
13%
50%
10%
22%
16%
2%
11%
17%
34%
37%
1%
1%
1%
1%
0%
19%
5%
1%
1%
8%
16%
1%
4%
7%
13%
1%
1%
1%
2%
53%
32%
1%
69%
36%
1%
43%
32%
27%

98485
98487
98489
98491
98492
98493
98494
98496
98497
98498
98499
98500
98501
98502
98503
98504
98505
98506
98508
98509
98510
98511
98512
98513
98514
98515
98516
98517
98518
98519
98520
98521
98522
98523
98524
98525
98526
98527
98528
98529
99355
99357
99359
99360
99361

4%
2%
7%
16%
10%
16%
50%
1%
24%
5%
20%
2%
15%
9%
3%
4%
4%
3%
14%
6%
41%
3%
6%
2%
2%
8%
4%
2%
4%
2%
33%
2%
19%
2%
2%
5%
2%
3%
20%
2%
11%
4%
23%
6%
6%

77%
65%
80%
61%
65%
12%
43%
42%
31%
53%
66%
32%
76%
76%
59%
47%
41%
30%
58%
90%
41%
26%
72%
22%
42%
53%
55%
82%
85%
40%
49%
32%
64%

9%
75%
49%
32%
64%
37%
91%
85%
93%
46%
90%
65%

19%
33%
13%
24%
25%
73%

7%
57%
46%
42%
14%
66%

9%
15%
38%
50%
55%
68%
28%

4%
18%
72%
22%
76%
56%
40%
41%
15%
11%
58%
18%
66%
17%
88%
23%
46%
67%
33%
43%

7%

3%

3%
31%

4%
29%
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99362
99363
99364
99365
99366
99368
99369
99370
99371
99374
99375
99399
99401
99402
99404
99837
99839
99840
99841
99843
99844
99845
99846
99847
99848
99849
99850
99851
99852
99853
99854
99855
99856
99857
99858
99859
99860
99861
99862
99863
99864
99865
99866
99867
99868

2%
10%
16%

5%

9%
14%

3%
16%

5%

8%
40%

8%

3%
18%

2%

1%
14%

5%

5%
12%

6%

9%

8%

3%
28%
11%
16%

6%

9%

4%
29%

1%
15%

4%

7%

3%

1%
15%
13%

3%
39%

8%
14%

9%
20%

85%
68%
66%
33%
87%
74%
51%
64%
92%
89%
39%
78%
65%
75%
61%
88%
24%
84%
59%
82%
37%
67%
89%
19%
63%
87%
56%
81%
17%
84%
52%
80%
52%
91%
25%
31%
84%
81%
46%
82%
54%
65%
55%
76%
61%

14%
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