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RESUMO

Introducao: Estudos avaliando os efeitos dos antiretrovirais (ARV) em pacientes portadoras
do HIV-1 tém demonstrado a ocorréncia de hiperglicemia e intolerancia a glicose secundarias
a resisténcia insulinica ou até quadros semelhantes ao Diabetes mellitus tipo 1. Por outro lado,
algumas publicacdes mencionam o efeito dos disturbios da expressdo dos fatores de
crescimento semelhantes a insulina (IGF) na funcdo da célula  pancredtica em humanos.
Polimorfismos do /GF-2/Apal tém sido associados a obesidade e a distirbios do metabolismo
da glicose.

Objetivos: Estudar o polimorfismo /GF-2/Apal em gestantes portadoras do HIV-1 usuarias
de ARV que desenvolveram hiperglicemia ao longo do periodo gestacional e identificar os
subgrupos de pacientes que estdo sob maior risco de desenvolverem esse disturbio.

M étodos: Estudo de coorte historica com controle externo envolvendo 87 gestantes normais,
43 gestantes portadoras do HIV-1 usudrias de ARV que apresentaram acréscimo dos valores
da Area sob a Curva das glicemias ao longo da gravidez e 43 pacientes diabéticas
gestacionais, soronegativas para o HIV-1. A rea¢do em cadeia da polimerase foi utilizada para
amplificacdo da seqliéncia do I/GF-2, a partir do DNA genomico extraido do sangue
periférico. Para avaliagdo do polimorfismo IGF-2/Apal foi utilizada a técnica do
polimorfismo de comprimento do fragmento de restricdo. Para andlise estatistica foram
utilizados o teste de Kolmogorov-Smirnov, o teste ANOVA e o teste do Qui-quadrado.
Resultados: Nao foram observadas diferengas significativas entre as freqiiéncias genotipicas
obtidas nos trés grupos analisados. Considerando a terapéutica ARV utilizada, ndo ha
diferengas na distribuicdo dos genoétipos entre o grupo de usudrias de Zidovudina e o da
terapia triplice. Nao foram detectadas diferencas entre as freqii€ncias génicas das populagdes
examinadas neste estudo. Pacientes ndo brancas t€ém maior probabilidade de apresentarem o
genotipo GG quando comparadas as gestantes brancas.

Conclusdes: Os resultados obtidos contribuem para o melhor entendimento das alteragdes do
metabolismo glicidico em gestantes submetidas a terapia ARV, desonerando o polimorfismo
IGF-2/Apal como unico responsavel por essas alteracdes. Esses dados sinalizam
positivamente que outras variaveis devem ser estudadas para a elucidagdo dessas
anormalidades.

Palavras-chave: gestagdo, HIV-1, IGF-2, antiretrovirais, hiperglicemia.



1. INTRODUCAO
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1.1 A INFECCAO PELO HIV-1

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) foi reconhecida como entidade
clinica em 1981, apresentando estreita correlagdo com a homossexualidade masculina e uso
de drogas ilicitas endovenosas (GOTTLIEB et al., 1981). Seu agente etiologico, o Virus da
Imunodeficiéncia Humana tipo 1 (HIV-1), foi isolado na Franga em 1983 (BARRE
SINOUSSI et al., 1983). Desde entdo, a histdria natural desta infec¢do tem sofrido notaveis
transformagdes ao longo dos ultimos 25 anos.

Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude, a crescente prevaléncia da SIDA
qualifica-a como a principal pandemia dos tempos modernos, sendo que mais de 70% das
infeccdes pelo HIV-1 decorre da transmissdo heterossexual. Avaliando a evolugdo
cronolodgica das taxas de prevaléncia de SIDA entre as mulheres, verifica-se incremento do
numero de casos neste segmento populacional (MS, 2006; WHO, 2006).

No mundo, mais de dois milhdes de mulheres infectadas pelo HIV-1 engravidam a
cada ano, especialmente nos paises em desenvolvimento (MCINTYRE, 2003). Visto que o
aumento da prevaléncia da infec¢do pelo HIV-1 verificou-se entre mulheres em idade
reprodutiva ¢ 16gico o aumento do numero de casos de transmissdo vertical desse virus,
resultando em 2,3 milhdes de criancas infectadas (UNAIDS, 2006). No Brasil, estima-se que a
prevaléncia de gestantes infectadas pelo HIV-1 seja de 0,4%, o que corresponde a 12.635
gestante-parturientes portadoras do HIV/ano (MS, 2006).

O HIV-1 pode ser transmitido de uma mulher infectada para seu feto ou recém-
nascido durante a gravidez, parto e durante o periodo puerperal através da amamentacao, com
a maioria dos casos ocorrendo no periodo periparto (DUNN et al., 1992; MOFENSON, 1995;

MOCK et al., 1999; COLL et al., 2002). Sem qualquer intervengao, a transmissao vertical do
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HIV-1 ¢é de 15% a 25% entre portadoras do virus que ndo amamentam e de 25% a 45% entre
aquelas que amamentam (JOHN-STEWART et al., 2004).

O risco da transmissao vertical do HIV-1 pode ser reduzido para cifras inferiores a 2%
por meio de intervengoes, tais como a administracdo de drogas antiretrovirais (ARV) durante
o periodo gestacional e no trabalho de parto, a realizacdo de cesarea eletiva (antes do inicio do
trabalho de parto e da ruptura de membranas amnidticas em uma gestacdo a termo) e a contra-
indicagdo da amamentagdo. Além disso, o fornecimento de terapéutica ARV ao recém-
nascido, nas suas primeiras semanas de vida, tem papel relevante (INTERNATIONAL
PERINATAL HIV  GROUP, 1999; EUROPEAN MODE OF DELIVERY
COLLABORATION, 1999; MINKOFF, 2003; EUROPEAN COLLABORATIVE GROUP,
2005). Com essas intervengdes, casos novos de criangas infectadas tém se tornado raros em

muitas partes do mundo.

1.2 ASDROGASANTIRETROVIRAISE SEUSEFEITOS

O primeiro ensaio clinico de um agente ARV administrado a gestantes infectadas pelo
HIV-1, avaliando sua seguranga, tolerancia e eficacia na protecdo da transmissdo vertical do
HIV-1, foi publicado em 1994 pelo Pediatric AIDS Clinical Trials Groups 076 (PACTG
076). Este trabalho mostrou que a administragdo de Zidovudina (AZT) a gestantes durante o
pré-natal e o trabalho de parto, acrescida do uso deste ARV ao recém-nascido, reduziu a
transmissdo vertical do virus em 67,5% (CONNOR et al., 1994; CDC, 1995).

Os avangos obtidos a partir do entendimento da patogénese da transmissao perinatal
do HIV-1 e sua reducdo com o uso do AZT estimularam o estudo de novas drogas com
potente agdo ARV, que pudessem ser utilizadas com seguranga no periodo gestacional. No

entanto, informagdes sobre doses, farmacocinética e efeitos colaterais desses farmacos se
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inovam constantemente, originando inimeros trabalhos na literatura (SCOTT & TUOMALA,
1998; CDC, 2002; CDC, 2005; EUROPEAN COLLABORATIVE STUDY 2005;
TUOMALA et al., 2005).

Além do AZT, um inibidor nucleosidico da transcriptase reversa (INTR), varios
esquemas terapéuticos sdo utilizados para gestantes, incluindo os inibidores nao nucleosidicos
da transcriptase reversa (INNTR) e inibidores da protease (IP), com vasto apoio na literatura.
Ensaios clinicos demonstram que esquemas terapéuticos que empregam a associagdo dessas
drogas possuem potente acdo contra o HIV-1, reduzindo significativamente a carga viral
materna e conseqlientemente o risco de transmissdo vertical (MINKOFF & AUGENBRAUN,
1997; CARPENTER et al., 1998; EUROPEAN COLLABORATIVE STUDY, 2003; CDC,
2005; TUOMALA et al., 2005; READ et al., 2007). Por outro lado, os riscos decorrentes do
uso dos ARV fazem com que utilizemos estes farmacos com cautela, lembrando que grande
parte deles pertence a categoria “C”, segundo a Food and Drug Administration (FDA) dos

Estados Unidos da América (Quadro 1).
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Quadro 1. Agentes antiretrovirais utilizados no tratamento da infecgcéo pelo HIV-1 ena

profilaxia da transmissio vertical

Classe

Inibidores
Nucleosidicos da
Transcriptase
Reversa

Inibidores Nao
Nucleosidicos da
Transcriptase
Reversa

Passagem
Placenta .
Outros [Taxade Estudo Estuolo_ Categ_orla
Agente : L Teratogénico | Gestacional
Nomes drogaRN | Carcinogenético .
~ FDA
/ mée]
P ——————————————
Em (roedl;;):sltlt\:l?nores Positivo
Zidovudina AZT humanos epi teliaisjva inais (roedores, se C
[0,85] priclials vag dose letal)
ndo invasivos)
Em .. Positivo
macacos Positivo (roedores, em
Zalcitabina ddC (roedores, linfomas ’ C
[0,30- de timo) altas doses,
0,50] hidrocefalia)
Em
Didanosina ddI humanos Negativo Negativo B
[0.5]
Negativo
Em Positivo (roedores, (porém reduz
Stavudina d4aT macacos tumor de figado e a calcificagdo C
[0,76] bexiga) esternal em
roedores)
Em
Lamivudina 3TC humanos Negativo Negativo C
[~1,0]
Positivo (roedores, (r[())(;illgr\;(;
. ABC tumor de figado, ’
Abacavir Em ratos . o anasarca e C
tiredide, clitoris e ~
replicio) malformagdes
prep esqueléticas)
Em - Negatlvro.
humanos Positivo (osteomalacia
Tenofovir TDF [0.95 - (roedores fémeas, em animais B
0.99] adenoma hepatico) jovens)
Em ratos e
Emtricitabine FTC coelhos Negativo Negativo B
[0’4 - 0,5 ]
I —————————————
Em Positivo (roedores
Nevirapina NVP humanos RN Negativo B
~1,0] tumores hepaticos)
Positivo
Positive (roedores, (roedores,
Delavirdina DLV NA tumores hepaticos defeito de C
e vesicais) septo
ventricular)
Em Positivo (roedores, Positivo
Mmacacos, | 4 mores hepéticos (macacos,
Efavirenz EFZ ratos, P anencefalia, D
e adenomas .
coelhos ulmonares) anoftalmia e
[~1,0] P microftalmia)
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Quadro 1. Agentes antiretrovirais utilizados no tratamento da infecgdo pelo HIV-1 e na
profilaxia da transmissdo vertical — Continuacéo

Classe

Inibidores
de Protease

Passagem
Placenta .
Outros [Taxade Estudo EStUdP. Categpna
Agente ; . Teratogénico Gestacional
Nomes drogaRN/ | Carcinogenético “EDA
mae]
e —————————————————————————
Minima em Positivo (ratos, ( olr\lé?;lgag(\)/;)tela
Indinavir IDV adenomas de P A C
humanos . supranumeraria
tireoide)
em roedores)
Minima em Positivo (ratos, I\(Ieffe:[go
Ritonavir RTV tumores __\porem, B
humanos (L criptorquidia em
hepaticos)
roedores)
Saquinavir SQV Minima em Negativo Negativo B
q humanos & &
Variavel em Positivo (ratos,
Nelfinavir NFV tumores de Negativo B
humanos ..
tiredide)
Negativo
Positivo (porem:
Variavel em (roedores ossificagao C
Amprenavir APV ’ deficiente e
humanos tumores
(o alongamento
hepaticos) .
timico em ratos e
coelhos)
Negativo
Positivo (ossificacao
Lopinavir/ Em humanos (roedores, incompleta em
Ritonavir LPVRTV [0,20 + 0,13] tumores ratos, em doses c
hepaticos) toxicas
maternas)
Positivo
Atazanavir ATV Varidvel em (roedores, Negativo B
humanos adenomas
hepaticos)
Positivo
Fosamprenavir FPV NA (roedores, Negativo C
tumores
hepaticos)
Darunavir DRV NA Incompleto Negativo B
Negativo
(ossificacao
Tipranavir TPV NA Incompleto incompleta em C

ratos, em doses
toxicas
maternas)
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Quadro 1. Agentes antiretrovirais utilizados no tratamento da infecgdo do HIV-1 e na
profilaxia da transmissdo vertical — Continuacéo

Passagem
Placenta .
Outros [Taxade Estudo Estuqo' Categprla
Classe Agente ; L Teratogénico | Gestacional
Nomes drogaRN/ | Carcinogenético “EDA
mae]

Enfuvirtide ENF NA Nao realizado Negativo B
Inibidoresdo
fuso

Maraviroc NA Negativo Negativo B

Em ratos [1,5 - Negativo
I n bidores da Raltegravir RGV 23] Incompleto (porém, cost’e!a C

integrase Em coelhos supranumeraria
[0,02] em ratos)

(Modificado de U.S. Public Health Service Task Force, CDC 2007)
* Classificacdo dos agentes antiretrovirais pela Food and Drug Administration (FDA)

As classificagdes do Food and Drug Administration (FDA) sdo baseadas nas informacgdes
disponiveis quanto ao risco para o feto, balanceado quanto ao potencial beneficio da droga para
0 paciente.

Categoria A: Estudos controlados ndo demonstram riscos;

Categoria B: Sem evidéncias de risco em humanos; Estudos em animais ndo demonstram
riscos ou estudos em animais demonstram riscos, porém estudos em humanos
nao demonstram;

Categoria C: Risco ndo pode ser definido pela falta de estudos, porém, potencial beneficio
pode justificar seu uso, apesar do risco;

Categoria D: Evidéncia positiva de risco para o feto. Em algumas circunstancias o beneficio do
uso pode justificar o risco;

Categoria X: Contra-indicado na gravidez. O risco fetal claramente contra-indica o uso.

Efeitos adversos conseqiientes ao uso dos esquemas ARV, durante a gestacdo, estdo
bem estabelecidos na literatura mundial. Como efeitos maternos observam-se anemia,
elevagdo das transaminases hepaticas, sintomas gastrintestinais, pancreatite, alteragdes
dermatoldgicas, nefrolitiase, desordens associadas a toxicidade mitocondrial (neuropatia,
miopatia, cardiopatia e acidose latica), intolerancia a glicose e Diabetes mellitus (MARTIN et

al, 1997; LORENZI et al, 1998; MINKOFF, 2003; EL BEITUNE, 2004; TUOMALA et al.,
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2005; TIMMERMANS et al.,, 2005; CDC, 2005). Como efeitos fetais e/ou neonatais
observam-se, entre outros, a prematuridade, anemia, ma-formagdes fetais, hepatite,
hipoinsulinemia neonatal, toxicidade mitocondrial e convulsdées (CDC, 2002; LANDREAU-
MASCARO et al., 2002; EUROPEAN COLLABORATIVE STUDY, 2003; EL BEITUNE et
al., 2005; MUSSI-PINHATA et al., 2007).

Destaque deve ser dado a resisténcia periférica a insulina e ao Diabetes mellitus (DM),
intercorrente em uma propor¢ao significante de gestantes usuarias de ARV. Estudos avaliando
os efeitos dos IP, em pacientes ndo gestantes portadores do HIV-1, demonstram resisténcia
periférica insulinica, hiperglicemia, DM e casos de cetoacidose diabética. HADIGAN et al.
(2001) demonstraram que a positividade pelo HIV-1 confere aumento de 3,1 vezes no risco de
DM. Segundo o Adult Aids Clinical Trial Group (AACTG, 2003), até 40% dos pacientes
portadores do HIV-1, em uso de regimes terapéuticos ARV, desenvolverdo intolerancia a
glicose secundaria a resisténcia insulinica.

O primeiro relato sobre a associagao entre o uso de ARV por individuos infectados pelo
HIV-1 e o desenvolvimento de hiperglicemia ¢ de 1997 (MURRAY & LUMPKIN, 1997). Varios
sdo os fatores que influenciam a ocorréncia de distirbios na homeostase da glicose em um
individuo. Em pacientes portadores do HIV-1, existem fatores adicionais, tais como: o processo
inflamatdrio produzido pela infecgao, o efeito téxico do ARV sobre o pancreas e os efeitos dos
ARV relacionados a lipodistrofia (CARR et al, 1998; BEHRENS et al., 1999; MULLIGAN et al.,
2000; EL BEITUNE et al., 2005; TUOMALA et al., 2005; SHIKUMA et al., 2007).

Os regimes ARV contendo IP podem ocasionar intolerancia a glicose por dois
mecanismos: pela inducdo periférica de resisténcia a insulina no musculo esquelético e tecido
adiposo, e pela incapacidade das células B pancreaticas de produzirem mais insulina para
compensar o aumento da resisténcia periférica (WOERLE et al., 2003). Portanto, na maior

parte dos casos, a intolerancia a glicose em pacientes usuarios de ARV cursa com
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hiperinsulinemia, semelhante ao DM tipo 2 (CARR et al., 1998; MURATA et al., 2000; HUI,
2003; TUOMALA et al., 2005, SHIKUMA et al., 2007). Em outras situagdes, os IP causam
insulinopenia, semelhante aos quadros de DM tipo 1. Alguns estudos demonstram que a
infeccdo pelo HIV-1, independente do uso de qualquer ARV, estd associada com dano
pancreatico em até 50% dos pacientes (GRINSPOON & BILEZIKIAN,1992).

Estudos experimentais mostram que a maioria dos ARV reduz a tolerancia a glicose
por dois possiveis mecanismos: comprometem a secrecdo ¢ agdo da insulina ou exercem
toxicidade direta sobre as células B pancredticas, culminando com morte destas células,
insulinopenia e hiperglicemia (FIGUEIRO-FILHO et al., 2004). Além disso, cumpre destacar
a contribui¢do dos IP na inibi¢do da conversdo da proinsulina em insulina levando a

insulinopenia (BEHRENS et al., 1999; WOERLE et al., 2003).

1.3 ASPECTOS GENETICOSDO DIABETESMELLITUS

Os aspectos genéticos do DM sdo estudados ha varias décadas com o objetivo de se
descobrir o padrdo de heranga envolvido na sua complexa etiologia. A destruicdo auto-imune das
células B pancredticas estd associada a predisposicdo genética, porém também se relaciona a
fatores ambientais mal definidos (KIM & POLYCHRONAKOS, 2005). Por outro lado, a grande
maioria dos pacientes com DM possui formas da doenca relacionadas a obesidade e a secregao de
insulina defeituosa, insuficiente para compensar a resisténcia periférica ao hormdnio. Nestes
casos, nao ha destruicdo das células  pancreaticas e os mesmos estio associados a varios defeitos
genéticos, como: mutagdes no gene do fator nuclear dos hepatocitos 1o (HNF-1a) localizado no
cromossomo 12, mutagdes no gene da glucoquinase no cromossomo 7, mutagdes no gene HNF-
4o, HNF-1p, do fator promotor da insulina 1, do NeuroD1 e mutagdes no DNA mitocondrial

(YAMAGATA et al., 1996; SLINGERLAND, 2006).
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Anormalidades genéticas que determinam incapacidade de conversao da proinsulina
em insulina j& foram identificadas em algumas familias, assim como a existéncia de
moléculas mutantes de insulina, ambas as alteragdes ligadas a heranga autossOmica
dominante. Os distirbios metabdlicos também podem se associar a mutagdes no gene do
receptor de insulina e a mutagdes nos genes que codificam os varios componentes celulares
protéicos que coordenam as complexas vias de resposta a insulina apos a ligacdo deste
hormdnio ao seu receptor, tais como os substratos do receptor de insulina (JAFFIOL et al.,
1999; SESTI et al., 2001; OKAMOTO & ACCILI, 2003; WHITE, 2006; THIRONE et al.,
2006). Merece ainda destaque o efeito dos disturbios da expressdo dos fatores de crescimento
semelhantes a insulina (IGF) na fun¢do da célula B pancreatica em humanos, que tém sido
associados com predisposicdo a obesidade e a distarbios caracteristicos de sindromes
metabolicas, tais como: resisténcia periférica a insulina, disturbios da secrecdao de insulina e
aumento de gordura visceral e subcutinea (O’DELL et al., 1997; GAUNT et al., 2001;
UKKOLA et al., 2001; GOMES et al., 2005). Polimorfismos do gene do fator de crescimento
semelhante a insulina 2 (/GF-2) podem estar associados a secrecdo alterada da insulina

(O’DELL et al., 1999; UKKOLA et al., 2001; ‘T HART et al., 2004).

1.4 SISTEMA DOSFATORESDE CRESCIMENTO SEMELHANTESA INSULINA

Em 1957, SALMON & DAUGHADAY sugeriram que as agdes do hormonio de
crescimento eram mediadas por outras substiancias plasmaticas, o que determinou a
descoberta dos IGF. O sistema desses fatores de crescimento consiste em um grupo
heterogéneo de polipeptidios relacionados entre si, que inclui trés ligantes [insulina, fator de
crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-I) e o fator de crescimento semelhante a insulina 2

(IGF-II)], pelo menos 4 receptores [receptor de insulina (IR), receptor do IGF-I (IGF-IR),
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receptor do IGF-II (IGF-IIR) e um receptor hibrido insulina/IGF-IR (IR/IGF-IR)] e 6
proteinas ligantes (IGFBP 1 - 6) que modulam a atividade bioldgica dos IGFs, regulando seu
transporte e biodisponibilidade em diferentes tecidos (figura 1). Ainda fazendo parte deste
sistema, existem diversas proteases especificas que clivam as proteinas ligantes, convertendo-
as em formas com baixa ou nenhuma afinidade pelos fatores de crescimento (O’DELL &
DAY, 1998; MONZAVI & COHEN, 2002; RANDHAWA & COHEN, 2005).

Os IGF estao amplamente distribuidos em diferentes 6rgdos e tecidos mediando ou
influenciando inimeras fun¢des fisiologicas. Em nivel celular podem atuar como fatores de
crescimento autodcrinos e paracrinos, controlando a mitose, a morte celular programada
(apoptose), a diferenciagdo, os fenomenos de quimiotaxia e regulacdo metabdlica (HAWKES
& KAR, 2004). Portanto, essas substincias sdo importantes no crescimento e
desenvolvimento pré e pos-natal, podendo estar associadas com varios estados patologicos
que se estabelecem na infancia, adolescéncia e vida adulta, como aterosclerose, diabetes e

neoplasias (FRYSTYK, 2004; RANDHAWA & COHEN, 2005).

IGFBP-1 [IGFBP-2 |IGFBP-3 [IGFBP-4 |IGFBP-5 IGFBP-6 ' IGF-I

oV |]H O ..

&
i_,.-" o
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|
= [
p B
RECEPTOR RECEPTOR RECEPTOR RECEPTOR
IGF- IGF-II INSUL INA HIBRIDO

Figura 1. Componentes do sistema IGF (Adaptado dc RANDHAWA & COHEN, 2005).
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1.4.1 ESTRUTURA DO IGF-2 E FUNCAO BIOLOGICA DO IGF-II

O gene IGF-2 esta localizado no cromossomo 11pl5 (muito proximo ao gene da
insulina) e possui 30 Kb de extensdo, nove exons e quatro promotores (BRISSENDEN et al.,
1984). A transcri¢ao dos exons 7, 8 ¢ 9 produz um polipeptidio com 180 aminoacidos (pré-
prolGF-II), que ¢ proteoliticamente clivado e da origem ao IGF-II plasmatico maduro de 67
aminodcidos, de estrutura homologa a da insulina e a do IGF-I (NIELSEN, 1992). A
importancia dessa semelhanca estd no fato de que o IGF-II pode se ligar ao receptor da
insulina (fracamente) e ao IGF-IR, desempenhando fung¢des parecidas com as de seus
homoélogos. A ligacdo do IGF-II a esses receptores estimula a atividade tirosina quinase
intrinseca a eles, dando inicio a uma cascata de fosforilagdes enzimaticas que resultam em
inameros efeitos bioldgicos locais (6rgaos-especificos) e sistémicos. A ligagdo do IGF-II ao
seu receptor provoca a internalizagdo dessa proteina, bem como sua degradagao (O’DELL &
DAY, 1998).

O melhor entendimento das fung¢des bioldgicas do IGF-II ¢ proveniente de resultados
de estudos animais e delegdes génicas. Uma série admiravel de estudos, baseados em delegdes
de genes que expressam componentes do sistema IGF, foi realizada por EFSTRATIADIS et
al. na década de 90. Camundongos com dele¢do do /GF-1 ou IGF-2 t€ém descendentes com
reducdo de 40% do peso ao nascimento, quando comparados a animais normais e, 0os que
manifestam dele¢do do /IGF-2 tém placentas menores. Animais que apresentam delecao
conjunta do /GF-1 e IGF-2 exibem restricdo de crescimento adicional de 80% (DECHIARA
et al., 1990).

Estudos considerando delecdo do gene do IGF-IR mostram animais com 55% de
reducdo do peso ao nascimento e hipoplasia generalizada de 6rgaos. Camundongos com dupla

dele¢dao dos genes dos IGF-I/IGF-IR ndao mostram reducdo acentuada do peso, reafirmando
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que a fun¢ao do IGF-I se faz via IGF-IR (LIU et al., 1993). Ainda, animais com associacao da
dele¢do do IGF-2 e do gene do IGF-IR exibem restricdo de crescimento maior que aqueles
com delecdo do gene do IGF-IR, sugerindo que o IGF-II exerce suas fungdes por meio de

outro receptor (LUDWIG et al., 1996).

1.4.2 IGF-2 E O PANCREAS

Durante o periodo pré-natal, a diferenciacdo e maturacdo das células  pancredticas
dependem da interagdo dos IGF, tais como o IGF-I e IGF-II e seus receptores. Na vida adulta,
o IGF-II influencia o crescimento ¢ desenvolvimento dessas células, agindo na replicagdo,
renovagdo e apoptose celular (BONNER-WEIR, 2000). Desequilibrios entre a renovagao e
apoptose das células B, conseqiientes a niveis plasmaticos alterados de IGF-II, sdo de grande
importancia para o aparecimento de intolerancia a glicose, principalmente por alteragdes no
numero dessas células e defeitos na secre¢ao de insulina (KIM & ACCILI, 2002).

A variagdo do nivel plasmatico do IGF-II em adultos ¢ determinada geneticamente e
polimorfismos do seu gene ja foram associados a distirbios do metabolismo glicidico. O
processo pelo qual o IGF-II e outros fatores de crescimento regulam a capacidade final de
secrecdo de insulina pelas células § pancreaticas ¢ determinado pela expressdo genética desses
fatores. Além disso, os genes podem operar provocando mudangas na susceptibilidade de um
estado patologico. Um gene alterado ou a existéncia de polimorfismo aumenta o risco de
desenvolvimento de uma caracteristica, mas pode ndo ser suficiente para o desenvolvimento
da doenca (O’DELL et al., 1999; VAN HAEFTEN & TWICKLER, 2004).

SERRADAS et al. (2002) mostraram que ratos Goto-Kakizaki, linhagem utilizada
para estudos de DM, sintetizam uma molécula defeituosa de IGF-II que pode ser a causa do

desenvolvimento insuficiente das células  pancreaticas. Em humanos, um nimero limitado
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de estudos explorou as possiveis associagdes entre niveis plasmaticos de IGF-II e secre¢ao de
insulina e poucos investigaram o polimorfismo /GF-2/Apal e a secre¢do de insulina.

Destaque deve ser dado ao estudo de UKKOLA et al. (2001), que procurou
demonstrar a relacdo entre os polimorfismos do gene I/GF-1 e IGF-2 e as alteragdes
metabolicas subseqiientes a um periodo de superalimentagdo. Os resultados obtidos
mostraram reducdo da sensibilidade a insulina em individuos com /GF-2/4Apal GG. Por outro
lado, os resultados obtidos por 'T HART et al. (2004), avaliando individuos caucasianos
normais ¢ intolerantes a glicose, ndo mostraram diferengas significativas com relagdo aos
niveis de glicose e insulina, obtidos durante o GTT 75 g, considerando os diferentes genotipos
IGF-2/Apal. Porém, houve tendéncia a uma segunda fase de secre¢do de insulina diminuida
em homozigotos GG.

Assim, o estudo do polimorfismo [/GF-2/Apal poderia ajudar na definicdo de
subgrupos populacionais, nos quais medidas preventivas e novas abordagens terapéuticas

poderiam promover melhoras na homeostase da glicose.

1.5 IMPRINTING GENOMICO

Modulagdes herdadas da expressdo génica que ndo alteram a seqiiéncia do DNA
(mecanismos epigenéticos) desempenham papel relevante em um grande nimero de doengas,
incluindo sindromes complexas, doengas multifatoriais e neoplasias (WALTER &
PAULSEN, 2003).

Em mamiferos, os genomas materno e paterno sdo necessarios para um adequado
desenvolvimento pré e pos-natal. Conseqiientemente, a maioria dos genes possui um padrao
de expressdo bi-alélica, com excecdo de certos loci onde a transcricdo ¢ estritamente

dependente da sua origem parental. Esta alternativa, nomeada imprinting gendmico, é uma
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forma epigenética de regulacao génica que permite a expressao controlada de apenas um alelo
parental: a copia materna ou paterna (WALTER & PAULSEN, 2003; ARNEY, 2003). As
duas copias parentais do gene fornecem informacdo genética igual, porém o nao
silenciamento de um alelo pré-determina que qualquer funcdo relacionada a ele seja agora
dependente desta simples copia ativa (MURPHY & JIRTLE, 2003).

O processo de imprinting € reversivel, ou seja, as modificacdes alelo-especificas sdo
reiniciadas em cada geragdo para refletir o sexo dos pais. O alelo “silenciado” pode ser
reativado na linhagem germinativa de um dos pais do sexo oposto e o gene ativado ¢
silenciado. Este padrao de “marcacdo” ¢ mantido nas células somaticas do novo organismo
(REIK & WALTER, 2001; WEKSBERG et al., 2003).

DECHIARA et al. (1991) demonstraram que a transmissao do alelo paterno mutado do
IGF-2 resultava em camundongos descendentes com restri¢ao de crescimento. Por outro lado,
quando o /GF-2 mutado era de origem materna, o descendente era fenotipicamente normal.
Os autores concluiram que os diferentes fendtipos dependiam do tipo de gameta que
contribuia com o alelo mutado e que, em vista disso, o /GF-2 estava sujeito ao imprinting
gendmico parental.

Embora o processo de imprinting gendmico nio esteja completamente elucidado,
sabe-se que envolve alguns mecanismos de regulacdo da expressdo génica: modificacdes das
histonas por meio de acetilagdes, fosforilacdes e metilagdes de residuos de aminodacidos,
metilagao diferencial do DNA, silenciamento génico mediado por RNA, diferengas no tempo
de replicagdo, ag¢do de proteinas (CTCF) sensiveis a metilagdo (methylation-dependent
sensitive insulators) que previnem a interagdo entre elementos regulatorios e proteinas do
grupo Polycomb e Trithorax (DELAVAL & FEIL, 2004; SANTOS-REBOUCAS &

PIMENTEL, 2007).
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A metilacdo do DNA, ou seja, a adicdo de um grupo metil a uma base citosina dos
dinucleotideos CpG representa importante mecanismo de aquisi¢do ¢ transferéncia de
imprinting gendmico. A presenca de regides diferentemente metiladas (DMR), areas onde o
grau de metilagdo difere entre os alelos parentais, sdo encontradas na vizinhanga dos genes
que sofrem imprinting e representam regioes controladoras de imprinting (ICR) (WRZESKA
& REJDUCH, 2004).

Genes que sofrem imprinting raramente sdo encontrados isolados, sendo que cerca de
80% deles estido organizados em grupos (clusters). O IGF-2 faz parte de um grande grupo de
genes que sofrem imprinting no cromossomo 11p15.5 humano. Muitos autores sugerem que
0s genes pertencentes a essa regido estao divididos em dois dominios distintos, regulados por
duas ICR, separadas por uma regido de alelos que nao sofrem imprinting (PAULSEN et al.,
1998; WEKSBERG et al., 2003). O IGF-2 encontra-se no dominio 1 em intima relacdo com
outro gene, o H19, havendo diferencas com relagao a origem parental do alelo que sofre
imprinting: o alelo materno para o IFG-2 ¢ o alelo paterno para o H/9 (DECHIARA et al.,
1991; BARTOLOMETI et al., 1991).

O modelo de regulagdo da expressdo dos genes IGF-2 e HI9 ¢é aquele em que o
silenciamento transcricional génico ¢ mediado por proteinas CTCF (BELL & FELSENFELD,
2000). Neste modelo, entre o IGF-2 e o HI9 existe uma DMR que adquire metilagdo no
cromossomo de origem paterna, processo este que se estende ao promotor do H79, provocando
seu silenciamento. No cromossomo de origem materna, ocorre a ligagdo de uma proteina CTCF a
DMR hipometilada. Conseqlientemente, forma-se uma barreira entre o promotor do /GF-2 e os
enhancers (regides do DNA que estimulam a transcricdo) localizados distalmente ao H19,
tornando a expressao do /GF-2 impossivel. Conforme esse modelo, a CTCF ndo pode se ligar a
DMR metilada do cromossomo paterno, sendo possivel a estimulagdo do promotor do /GF-2

pelos enhancers e, conseqiientemente, sua expressao (figura 2).
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Figura 2. Modelo de regulagdo da expressdao monoalélica dos genes IGF-2 e¢ HI9 no
cromossomo 11p15. 5 (Adaptado de WOOD & OAKEY, 2006).

Resumindo, alguns estudos avaliando os efeitos das drogas ARV em pacientes
portadoras do HIV-1 tém demonstrado a ocorréncia de hiperglicemia e intolerancia a glicose
secundaria a resisténcia insulinica ou ao hipoinsulinismo. Em 2004, EL BEITUNE mostrou,
em sua tese, que tanto o grupo de gestantes soropositivas para o HIV-1 usuarias apenas de
AZT como o grupo de pacientes usuarias de terapia triplice (TT), ou seja, Zidovudina +
Lamivudina + Nelfinavir apresentaram um acréscimo dos valores da Area sob a Curva (ASC)
das glicemias, quando comparados ao grupo controle de pacientes normais. No entanto, no
grupo TT a elevagdo dos valores da ASC das glicemias durante a gestacdo foi
significativamente maior, principalmente entre 33-38 semanas de gestagdao. Além dos
resultados relacionados a glicemia, EL BEITUNE observou que houve acréscimo da ASC dos
valores de insulina nos trés grupos estudados ao longo da gestagdo, independente da terapia
ARV utilizada no grupo de soropositivas para o HIV-1. Porém, a comparacdo dos grupos
demonstrou um acréscimo da ASC de insulina significativamente menor em pacientes
usudrias de ARV quando comparadas as gestantes do grupo controle, mesmo antes da

introducao de seu uso na gestacao.
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Por outro lado, encontram-se na literatura algumas publicagdes mencionando o efeito
dos disturbios da expressdo dos fatores de crescimento semelhantes a insulina na fungdo da
célula B pancreatica em humanos, levando a alteragdes do metabolismo glicidico. Assim,
procurando-se elucidar algumas das alteragdes na homeostase da glicose em gestantes HIV-1
positivas usudrias de ARV, propode-se estudar o polimorfismo o IGF-2/Apal nas gestantes

pertencentes a pesquisa de EL BEITUNE (2004).



2. OBJETIVOS
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Os objetivos deste trabalho foram:

PRINCIPAL: estudar o polimorfismo /GF-2/4Apal em gestantes portadoras do HIV-1

usuarias de ARV que desenvolveram hiperglicemia durante a gestagao.

SECUNDARIO: identificar subgrupos de gestantes que estio sob maior risco de

desenvolverem distirbios na homeostase da glicose.



3. PACIENTESE METODOS
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3.1 ASPECTOSETICOS

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — Universidade de Sdo Paulo (processo HCRP n®
7240/2007), em sua 255 reunido ordinaria (ANEXO 1), para ser desenvolvida no
Departamento de Ginecologia e Obstetricia do HCFMRP-USP em conjunto com o

Departamento de Genética da FMRP-USP.

3.2MODELO DO ESTUDO

Estudo de coorte historica com controle externo.

3.3SELECAO DASPACIENTES

Foram selecionadas 173 pacientes, que foram estratificadas em trés grupos de estudo:

Grupo A: composto por 87 gestantes da populagdo geral consideradas normais do
ponto de vista clinico e laboratorial, seguidas no Ambulatorio de Pré-Natal Normal (APRN)
do HCFMRP-USP. Essas pacientes foram selecionadas do banco de dados constituido por
ocasido do estudo intitulado “ESTUDO DA INFLUENCIA DA REGIAO 11p15.5 NA PRE-
ECLAMPSIA”, desenvolvido pela pesquisadora Francielle Marques Aratjo e aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa do HCFMRP-USP (HCRP n° 4628/2004) em sua 180* reunifio
ordinaria, realizada em 24/05/2004 (ANEXO 2).

Nao foram selecionadas pacientes que apresentaram:

o Historia familiar de DM;

e DM prévio a gestagao;
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e Qualquer doenga intercorrente ou ndo do processo gestacional,
e Gestagdao multipla;

e Obesidade (indice de massa corporal > 30 Kg/m?);

e Uso de drogas hiperglicemiantes (por exemplo, corticoides).

Grupo B: constituido por 43 gestantes portadoras do HIV-1 seguidas no Ambulatorio de
Moléstias Infecto-Contagiosas em Ginecologia e Obstetricia (AMIGO) do HCFMRP-USP, usudrias
de ARV e que desenvolveram hiperglicemia ao longo da gestacdo, segundo resultados obtidos e
apresentados na tese intitulada “EFEITO DAS DROGAS ANTI-RETROVIRAIS SOBRE O
METABOLISMO GLICEMICO E LIPIDICO EM GESTANTES PORTADORAS DO VIRUS
DA IMUNODEFICIENCIA HUMANA TIPO 17, desenvolvida pela pesquisadora Dra. Patricia El
Beitune e aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa do HCFMRP-USP (HCRP n° 6685/2001) em
sua 119° reunido ordinaria, realizada em 05/11/2001 (ANEXO 3). Das pacientes selecionadas para
este grupo, 17 eram usudrias apenas de AZT para profilaxia da transmissdo vertical e 26 eram
usuarias de TT (Zidovudina + Lamivudina e Nelfinavir) para tratamento.

Para estudo do polimorfismo IGF-2/Apal foram utilizadas amostras de sangue
colhidas por ocasido da pesquisa supracitada (EL BEITUNE, 2004), armazenadas em um
banco de amostras que foi reconhecido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
HCFMRP-USP (HCRP n® 4865/2007), em sua 256 reunido ordinaria (ANEXO 4).

Nao foram selecionadas pacientes que apresentaram:

e DM prévio a gestagao;

e Historia familiar de DM;

e Uso incorreto dos ARV;

e Gestagdao multipla;

e Obesidade (indice de massa corporal > 30 Kg/m?);

e Uso de drogas hiperglicemiantes (por exemplo, corticoides).
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Grupo C: formado por 43 gestantes, soronegativas para o HIV-1, portadoras de
Diabetes mellitus Gestacional (DMG), recrutadas no Ambulatorio de Gestacdo de Alto Risco
(AGAR) ou no Centro Obstétrico do HCFMRP-USP. O diagndstico de DMG foi estabelecido
por meio do teste oral de tolerancia a glicose com 75 gramas de dextrose (GTT 75g) realizado
no 2° trimestre gestacional. Foram consideradas diabéticas as gestantes que apresentaram
glicemia de jejum > 126 mg% e/ou glicemia de duas horas apds 75g de dextrose > 140 mg%.
Destas pacientes foram coletados 10 ml de sangue periférico, em tubos estéreis contendo
EDTA, pelo sistema Vacutainer, apos esclarecimento sobre a pesquisa e assinatura do Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO 5). Para esse grupo foi criado um banco de
amostras sangiiineas, o qual foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do HCFMRP-
USP (HCRP n® 5236/2007), em sua 255% reunido ordinaria. (ANEXO 6). Foram excluidas
pacientes com outros processos patologicos além do DMG, aquelas com gestagao multipla ou
usuarias de terapéutica hiperglicemiante. Nao houve qualquer modificacdo dos critérios

assistenciais existentes para essas pacientes em decorréncia do presente projeto.

3.4DROGASANTIRETROVIRAIS

As drogas antiretrovirais utilizadas pelas gestantes portadoras do HIV-1 foram: AZT —
600 mg/dia, Lamivudina (3TC) — 300 mg/dia e Nelfinavir (NFV): 2500 mg/dia, divididos em
duas tomadas diarias. A prescri¢do dessas drogas levou em consideragdo: a idade gestacional
de seu inicio, a contagem de linfécitos CD4, a quantifica¢do da carga viral do HIV-1 e as
condicdes de satde da paciente, seguindo os critérios estabelecidos pelo Perinatal HIV
Guidelines Working Group Members para tratamento de gestantes (2002) e pelo protocolo

assistencial de gestantes portadoras do HIV-1 do AMIGO do HCFMRP-USP.
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3.5METODOS

Para a realizagdo do estudo do polimorfismo IGF-2/Apal nas 173 pacientes

selecionadas houve necessidade de extragao de DNA a partir de amostras de sangue total.

3.5.1 EXTRACAO DO DNA

O DNA foi extraido pelo método de extragdo e precipitacdo em NaCl (OLERUP &
ZETTERQUIST, 1992, modificado). Ao volume de 1,0 ml de sangue total foram adicionados
450 pl de Solugao de Lise gelada (Sacarose 0,32M, Tris HCI1 - pH 7,5 - 12 mM, MgCl, 5,0 M,
Triton X 1,0%) em microtubos de 1,5 ml. Essas amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm
por 20 minutos, o sobrenadante foi descartado e o procedimento foi repetido até a obtencdo de
um pellet branco. O pellet foi ressuspendido em 80,0 pul de Tampao de Proteinas K (5X) -
(NaCl1 0,375 M, EDTA - pH 8,0 - 0,12 M), 8,0 ul de proteinase K (20 mg/ml), 10 ul de SDS a
20% e 280 pl de agua destilada e incubado a 55° C overnight.

No dia seguinte, foram adicionados 120 pl de NaCl 5M a solugdo anterior e apds
agitacdo por 8 segundos a amostra foi centrifugada a 13.000 rpm por 8 minutos. O
sobrenadante resultante desta operacgao (400 pl) foi transferido para outro microtubo e o pellet
foi descartado. Seguiu-se a adi¢ao de etanol absoluto a -20° e homogeneizacao e centrifugagdo
do material por 10 minutos a 13.000 rpm (a 0° C). O novo sobrenadante foi descartado € o
pellet restante desidratado. Houve novamente ressuspensdo do pellet em 50 pl de agua

deionizada, obtendo-se 0 DNA pronto para os proximos passos.

3.5.2 QUANTIFICACAO DO DNA

Foi realizada quantificacio de DNA total por meio de espectrofotdmetro. A Densidade
Optica (DO) de 260 nm forneceu a quantidade de DNA e a de 280 nm nos proporcionou a obtengio

da quantidade de proteina. A relacdo entre DO 260/DO 280 sempre esteve abaixo de dois.
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3.5.3REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR) foi utilizada
para amplificagdo da seqiiéncia do gene estudado (/GF-2) a partir do DNA gendmico extraido
do sangue periférico. As condi¢des da PCR foram padronizadas para cada par de primers.

As reagdes foram realizadas em um aparelho termociclador programavel T-gradiente
(Biometra), seguindo os protocolos recomendados pelos fabricantes e descritos por INNIS et
al. (1990). Para o IGF-2 foram utilizados primers especificos para amplificar o fragmento que
contém o local do polimorfismo e estd dentro de uma seqiiéncia ndo-traduzida no exon 9:
primer  sense  (5’- CTTGGACTTTGAGTCAAATTGG-3’) e  antisense (5°-
CCTCCTTTGGTCTTACTGGG —3’) descritos por TADOKORO et al. (1991). O produto da
PCR do IGF-2 ¢é um fragmento amplificado de 236 pb (Figura 3). As condi¢des das reagdes
foram padronizadas para evitar amplifica¢des inespecificas.

O meio de reacdo da PCR foi constituido por KCI 50 mM, MgCl, 1,5 mM, Tris HCI
(pH 8,4) 10 mM, dNTP (0,1 mM de cada nucleotideo), primer 0,2 mM (de cada), Taq DNA
Polimerase 1U, DNA genomico 0,1 pg. Durante a preparacao do material para a PCR, foram
tomados os devidos cuidados de assepsia para impedir a sua contamina¢do. O protocolo de
amplificacdo para a seqii€éncia do /GF-2 constituiu-se de um ciclo de 94°C por 5 minutos,
60°C por 1 minuto e trinta segundos e 72°C por trinta segundos, seguido por 39 ciclos de 94°C

por 1 minuto, 60°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto.

3.5.4 POLIMORFISMO IGF-2/APAI

Para identificacdo do polimorfismo [IGF-2/Apal foi utilizada a técnica do

polimorfismo de comprimento do fragmento de restricdo (RFLP). Os produtos da PCR foram
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submetidos a digestdo enzimatica por mais de 12 horas nas condi¢des 6timas de restrigdo, a
37°C, com a enzima de restricdo Apal (20U) e o tampao recomendado pelo fabricante. A
diferenca dos alelos envolvidos em cada genoétipo foi estabelecida pela presenga ou nao do
sitio de restricdo GGGCC/CC no fragmento amplificado, sitio este que é reconhecido e
clivado pela enzima de restricdo 4Apal. Na auséncia do sitio de restricdo e, consequentemente,
da digestdo enzimatica o fragmento gerado ¢ de 236 pb (alelo A). Na presenca do sitio de
restricdo sdo produzidos dois fragmentos, um de 173 pb (alelo G) e outro de 63 pb (o qual ndo
¢ visualizado) e, quando presente em apenas um cromossomo (heterozigoto AG), sdo gerados

trés fragmentos, um de 236 pb, um de 173 pb e outro de 63 pb (Figura 4).

3.55GEL DE AGAROSE

Apobs o término do processo de digestdo enzimatica do produto da PCR, os alelos
foram diferenciados pelo padrao de migracao eletroforética dos fragmentos de restricio em
gel de agarose a 2%, utilizando-se TBE 1X (Tris-base 0,089 M, acido boérico 0,089 M, EDTA
0,5 M - pH 8,0) como tampao de corrida e brometo de etidio como corante. A visualizagao
dos fragmentos foi realizada por transiluminacao (luz UV). Para documentagdo dos resultados

foi utilizado o programa Kodak Digital Science — 1D Image Analysis Software.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Houve dificuldade para se fazer o calculo do tamanho da amostra, uma vez que nao ha
trabalhos semelhantes a este na literatura mundial. Portanto, a presente pesquisa pode ser

considerada como um projeto piloto.
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Apo6s o término do trabalho de campo foi realizada a codificacao dos dados, seguida
por sua digitacdo no banco de dados criado no programa Excel for Windows. Os dados foram
armazenados em trés bancos: um para gestantes portadoras do HIV usudrias de drogas
antiretrovirais, outro para gestantes consideradas normais e um terceiro para gestantes
portadoras de DMG.

A seguir os dados foram transportados para o software GraphPad Prism version 3.00

for Windows (GraphPad Software, San Diego, California USA, www.graphpad.com), onde

foi realizada a analise estatistica.

Para verificar a homogeneidade entre os grupos da variavel idade foi utilizado o teste
ndo-paramétrico de Kolmogorov-Smirnov e para comparagdo desta variavel entre os trés
grupos estudados foi utilizado teste ANOVA com pos-teste de Newman-keuls. Para
comparagdo entre as varidveis qualitativas foi utilizado o teste do Qui-quadrado. O nivel de

significancia adotado neste estudo foi de 5%.
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M S S SS SSS S S B

Figura 3. Produto de PCR do /IGF-2. Amplificacdo de fragmentos de 236 pb.
Note a auséncia de amplificagdo em B. (M) marcador (padrao de pares de base),

(S) fragmento amplificado, (B) branco, reagdo sem DNA.



46

AG AG GG AG AA S GG

236 pb *—
173 pb <«—

Figura 4. Genotipagem por meio do RFLP IGF-2/Apal. (A) alelo A, (G) alelo G, ()

fragmento sem digestdo, (pb) pares de bases.



4. RESULTADOS
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4.1 CARACTERISTICAS DA POPULACAO

Para a realizagdo dessa pesquisa foram selecionadas 173 pacientes. Os dados
demograficos referentes aos trés grupos estudados encontram-se na tabela 1. A idade materna
apresentou distribuicdo normal em todos os grupos analisados. No grupo de gestantes normais
a idade materna média foi de 25,3 + 5,5 anos (16 a 41 anos), no grupo das gestantes
soropositivas para o HIV-1 a idade materna média foi de 26,4 + 5,6 anos (17 a 43 anos) e nas
gestantes diabéticas a idade materna média foi de 29,1 + 6,0 anos (17 a 40 anos). A analise
estatistica desse dado demografico mostrou diferencas significativas entre as idades das
pacientes diabéticas quando comparadas as idades das pacientes pertencentes aos outros dois
grupos (p < 0,05).

Com relagdo a cor da pele, ndo houve diferengas estatisticamente significativas entre
os grupos estudados, mostrando que as populagdes examinadas sdo homogéneas com relagao
a esta caracteristica. Outras caracteristicas demograficas que mostraram resultados
interessantes foram aquelas relacionadas a historia obstétrica. Analisando-se estatisticamente
os dados da tabela 1, foram observadas diferencas na distribui¢ao das pacientes dos grupos
analisados, com relagdo ao nimero de gestagdes (p=0,002). Os resultados foram semelhantes
para as pacientes normais e as gestantes diabéticas (p=0,90). Por outro lado, a grande maioria
das pacientes soropositivas para o HIV-1 s3o multigestas, havendo diferenca significante
entre estas ¢ os dois outros grupos (p < 0,01). Com relagdo a paridade, foram observadas
semelhancas na distribuicao das pacientes nos trés grupos analisados (p=0,12).

Com relagdo ao aborto clinicamente evidenciado, apesar de nao existirem diferencas
significativas entre os grupos (p=0,08), observou-se que quase metade das pacientes HIV-1
positivas ja vivenciou pelo menos um aborto, ao contrario do que ocorreu com as gestantes

dos dois outros grupos, que mais uma vez mostraram distribui¢cdes bastante homogéneas.
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4.2 POLIMORFISMO IGF-2/APAI

Os dados referentes as freqiiéncias genotipicas da populacao estudada encontram-se na
tabela 2 e figuras 5,6,7. A analise estatistica dos trés grupos estudados (gestantes normais,
HIV-1 positivas e diabéticas) mostra que ndo existiram diferencas estatisticamente
significativas entre as freqiiéncias genotipicas encontradas para estes grupos (p=0,29) (tabela
3).

Quando o grupo de pacientes soropositivas para o HIV-1 ¢ estratificado de acordo com
a terapéutica administrada, ou seja, usuarias de AZT ou usuarias de TT, também nao existem
diferengas estatisticamente significativas entre eles (p=0,75). Logo, podemos inferir que a
distribuicdo dos genoétipos € bastante homogénea entre as pacientes HIV-1 positivo analisadas
(tabela 3).

Quando comparamos a distribuicdo dos genotipos entre pacientes brancas e nao
brancas observamos que existe diferenca significativa entre essas duas populagdes analisadas
(p=0,03). Porém, deve-se ter cautela nessa avaliacdo, uma vez que o grupo de ndo brancas
com gendtipo AA € muito pequeno (n=1), o que pode gerar significancia, mas o resultado
pode ndo estar correto. Talvez seja mais prudente apenas dizer que pacientes ndo brancas t€ém
maior probabilidade de apresentarem o genotipo GG (tabela 3).

Devido a reduzida freqiiéncia do homozigoto AA, as freqiiéncias genotipicas nas
amostras estudadas foram reavaliadas reagrupando os gendtipos encontrados em dois novos
grupos (GG e AG + AA), o que permitiu novas analises (tabela 4). Nao foram detectadas
diferengas significativas entre as gestantes normais, soropositivas para o HIV-1 e as diabéticas
gestacionais (p=0,09). Porém, ao se realizar a comparagao entre o grupo de gestantes normais
e o de soropositivas para o HIV-1 detectou-se nas pacientes portadoras do HIV-1 tendéncia

maior em apresentar genodtipos com o alelo A (p=0,05). O mesmo resultado foi obtido quando
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se submeteu a andlise os grupos de pacientes diabéticas e as soropositivas (p=0,05). A
auséncia de significancia também ¢é vista na comparacdo do grupo de usudrias de AZT com
aquelas usuarias de TT, considerando os gendtipos reagrupados (p=0,58).

Os dados sobre as freqiiéncias génicas em cada grupo examinado estdo apresentados
na tabela 5. Avaliando-se as freqii€éncias génicas, ou seja, as freqii€ncias do alelo G [f(G)] e as
freqliéncias do alelo A [f(A)], ndo foram detectadas diferencas significativas entre as trés
populacdes examinadas (p=0,28). Também nao foram significativas as diferengas encontradas

entre as freqliéncias génicas quando se avaliou a variavel cor da pele (p=0,12).
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Tabela 1 - Distribuigdo das caracteristicas das gestantes segundo os grupos estudados

Grupo
Normais HIV positivas  Diabéticas p

Variave n= 87 n=43 n=43
|dade (anos) <0,05
Média (Variagao) 253 (16-41) 26,4(17-43) 29,1 (17-40)
Desvio padrao 5,5 5,6 6,0
Cor 0,36
Brancas 59,8% 60,5% 72,1%
Nao Brancas 40,2% 39.5% 27,9%
Estado civil 0,94
Sem companheiro 35,6% 34,9% 32,6%
Com companheiro 64.,4% 65,1% 67,4%
N° Gestacoes 0,002
Primigesta 31,0% 12,5% 34,9%
Secundigesta 27,6% 10,0% 25,6%
Multigesta 41,4% 77,5% 39,5%
N2 Partos 0,12
Nulipara 35,6% 20,0% 46,5%
1 a 3 partos 52,9% 60,0% 44,2%
Multipara 11,5% 20,0% 9,3%
Abortos 0,08
Sim 27,6% 42.5% 20,9%

Nao 72,4% 57,5% 79,1%
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Tabela 2 - Freqiiéncias genotipicas para o /GF-2 na populagao total

Gendtipo n Frequéncia genotipica
GG 97 56,0%
AG 64 37,0%
AA 12 7,0%

Total 173 100,0%
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33, 3%

59, 8%

Figura 5. Distribui¢do dos genétipos do IGF-2 no grupo de gestantes normais.

9, 3%

41, 9%
48, 8%

Figura 6. Distribui¢do dos genétipos do IGF-2 no grupo de gestantes soropositivas para o HIV-1.

4, 7%

32, 6%
62, 8%

Figura 7. Distribuigdo dos genétipos do IGF-2 no grupo de gestantes com DMG.
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Tabela 3 - Analise das freqiiéncias genotipicas para o /GF-2 considerando os trés

grupos estudados, o tratamento antiretroviral e a cor das pacientes

Genotipos

GG AG AA p

n n n
Grupos
Normais 52 29 6 0,29
HIV positivas 18 21 4
Diabéticas 27 14 2
HIV positivas 18 21 4 0,15
Normais 52 29 6
HIV positivas 18 21 4 0,14
Diabéticas 27 14 2
Normais 52 29 6 0,86
Diabéticas 27 14 2
HIV (AZT) & 8 1 0,75
HIV (TT) 10 13 3
Brancas 56 42 11 0,03
Nao Brancas 41 22 1




Tabela 4 - Andlise das freqliéncias genotipicas nas

amostras estudadas apos reagrupamento dos gendtipos

Genotipo
GG AG +AA p
n (%) n (%)
Grupo
Normais 52 (59,8) 35 (40,2) 0,09
HIV positivas 18 (41,9) 25 (58,1)
Diabéticas 27 (62,8) 16 (37,2)
Normais 52 (59,8) 35 (40,2) 0,05
HIV positivas 18 (41,9) 25 (58,1)
HIV positivas 18 (41,9) 25 (58,1) 0,05
Diabéticas 27 (62,8) 16 (37,2)
Normais 52 (59,8) 35 (40,2) 0,74
Diabéticas 27 (62,8) 16 (37,2)
AZT 8(47,1) 9(52,9) 0,58

TT 10(38,5)  16(61,5)




Tabela 5 - Freqiiéncias génicas nos trés grupos estudados

56

Grupos Total Normais HIV-1 positivas Diabéticas
f(alelo)
n 173 87 43 43
*f(G) 0,75 0,76 0,66 0,79
*f(A) 0,25 0,24 0,34 0,21

*f (alelo) freqiiéncia do alelo

p=0,28



5. DISCUSSAO
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Viérios fatores justificam a importancia dos estudos dos distirbios na homeostase da
glicose em pacientes portadores do HIV-1 usuarios de ARV, destacando-se a elevada
prevaléncia, o conhecimento restrito sobre a etiologia dessas altera¢des e as conseqiiéncias de
seu aparecimento nessa populacdo. A freqiiente associacdo entre o DM e o uso de ARV por
pacientes infectados pelo HIV-1 tem sido relatada ao longo da ultima década. As
anormalidades do metabolismo glicidico sdo caracterizadas pela ocorréncia de resisténcia
insulinica periférica, hiperinsulinemia e hiperglicemia, simulando o DM tipo 2 (CARR et al.,
1998; MURATA et al., 2000; HUI, 2003; TUOMALA et al., 2005, SHIKUMA et al., 2007).
Por outro lado, quadros semelhantes ao DM tipo 1, caracterizados por insulinopenia e
hiperglicemia também estdo citados na literatura mundial (BEHRENS et al., 1999; WOERLE
et al., 2003; FIGUEIRO-FILHO et al., 2004).

Ao se estudar as questdes relacionadas ao uso da terapéutica ARV e seu efeito sobre o
metabolismo da glicose durante a gestagdo, deve-se considerar que o proprio processo
gestacional representa um fator de risco para hiperglicemia, verificando-se que em cerca de
7% de todas as pacientes o DM ¢ diagnosticado durante a gravidez. Essa prevaléncia,
entretanto, pode variar de 1 a 14% na dependéncia da populagdo estudada e do teste
empregado para o diagnostico da doenga em questao (ADA, 2004).

Como ja comentado anteriormente, no cromossomo 11 humano estio mapeados
importantes genes relacionados ao controle da homeostase da glicose. O /GF-2 é um gene que
sofre imprinting gendmico, ou seja, tem sua expressao modulada por varios mecanismos de
regulagdo, que variam desde modificacdes de histonas e DNA até vias de silenciamento
génico mediadas por RNA e por proteinas especificas (WALTER & PAULSEN, 2003;
ARNEY, 2003; MURPHY & JIRTLE, 2003). Sao inumeras as teorias que tentam explicar as
razdes para este fenomeno. A hipdtese melhor documentada é aquela do conflito entre os

alelos maternos e paternos (MOORE & HAIG, 1991). Essa teoria prediz que, em espécies nas
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quais a fémea faz grande investimento em seus descendentes, com possibilidade de varios
genitores masculinos, os alelos maternos terdo uma vantagem seletiva se atuarem limitando os
nutrientes destinados para cada filho. Por outro lado, os alelos paternos serdo vantajosos
quando, em ultima analise, espoliarem o mais intensamente possivel as reservas maternas.
Concluindo, genes de origem paterna que sdao expressos, tal como o /GF-2, favorecem o
crescimento ¢ desenvolvimento fetal adequados, agindo em importantes vias metabdlicas,
enquanto genes expressos de origem materna auxiliam no controle do crescimento fetal e
placentario (TYCKO & EFSTRATIADIS, 2002).

Assim, o IGF-2 ocupa lugar de destaque no estudo do imprinting gendmico,
principalmente por apresentar dramaticos efeitos sobre o crescimento e desenvolvimento fetal,
sobre o sistema hormonal pds-natal e importantes vias metabolicas, sobre o comportamento
adulto e neoplasias, além de interagir com os produtos de outros genes que sofrem imprinting
(REIK et al., 2000).

Neste contexto a presente pesquisa ¢ original, pois estudou o polimorfismo IGF-
2/Apal em mulheres portadoras do HIV-1, usuarias de drogas ARV e que desenvolveram
hiperglicemia ao longo do periodo gestacional e comparou os achados neste grupo com os
resultados obtidos para o grupo de pacientes consideradas normais e para aquele de portadoras
de DMG.

Levando-se em consideragdo o estudo do polimorfismo IGF-2/Apal, os grupos
analisados no presente trabalho nao apresentaram diferengas significativas entre as
freqiiéncias genotipicas encontradas para cada um. Uma revisdo cuidadosa da literatura
mundial foi realizada a fim de comparar essas freqii€éncias genotipicas encontradas com as de
outros estudos relacionados ao tema e a descoberta foi de que existem poucos trabalhos

associando o polimorfismo do /IGF-2/Apal aos distirbios do metabolismo glicidico.



60

Em 1997, O’DELL et al. realizaram um estudo denominado “Northwick Park Heart
Study II (NPHSII)” sobre o polimorfismo do IGF-2/Apal (alelos A e G) em homens de meia
idade. Os resultados mostraram que os homozigotos AA apresentam peso corporal médio 4,0
kg menor que os homozigotos GG, com resultados intermediarios para os heterozigotos AG.
Além disso, os homozigotos AA exibiram concentrac¢do sérica média de IGF-II mais elevada
que os outros grupos. Os autores concluiram que os homozigotos GG tém risco 1,67 vezes
maior de ter IMC anormal e as complicagdes resultantes de sua ocorréncia. As freqiiéncias
genotipicas encontradas para a populacdo estudada foram: GG 53%, AG 40% ¢ AA 7%.
Comparando-as com as do presente trabalho, observa-se que ndo existem diferencas
significativas entre elas, apesar das diferencas existentes entre os delineamentos de cada
pesquisa. Nao existem diferengas mesmo quando se compara a populacdo estudada no
NPHSII com qualquer subgrupo da presente pesquisa isoladamente (gestantes normais,
portadoras do HIV-1 ou diabéticas gestacionais).

Em 2001, GAUNT et al. avaliaram a coorte do estudo de O’DELL et al. (1997)
considerando outras variagdes genéticas relacionadas a obesidade e também mostraram que o
polimorfismo /GF-2/Apal é um fator determinante significativo do peso corporal em homens
de meia idade.

Um estudo brasileiro realizado por GOMES et al. (2005) testou a associagdo entre o
polimorfismo /IGF-2/Apal e o IMC de individuos saudéaveis (95 homens e 199 mulheres) na
faixa etaria entre 18 e 30 anos e correlacionaram os resultados com seus pesos de nascimento
(PN). Os autores relataram que, embora os genétipos do IGF-2 ndo tenham sido
significativamente associados com o IMC ou com o PN, houve correlagdo significativa entre
0o PN e o IMC de individuos homozigotos GG que nasceram com mais de 3.500 gramas.
Sugerem que PN elevado associado com homozigose do alelo G pode ser um fator importante

na predisposicdo a obesidade e suas complicagdes no adulto. As freqliéncias genotipicas
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encontradas para a populacdo estudada pertencente a este estudo foram: GG 48,3%, AG
43,9% e AA 7,8%.

Comparando-se as freqliéncias genotipicas obtidas no trabalho de GOMES et al.
(2005) com as freqiiéncias dos genotipos encontrados nos trés grupos avaliados na presente
pesquisa, verifica-se que ndo existem diferengas significativas entre elas, mesmo
considerando as freqii€éncias da populagdo geral do estudo de GOMES et al. (2005) e as
freqliéncias dos grupos de pacientes normais, portadoras do HIV-1 e diabéticas gestacionais
separadamente.

Devido a similaridade existente entre as freqiiéncias genotipicas encontradas nos
trabalhos analisados e os resultados obtidos na presente pesquisa, pode-se inferir que as
alteracdes na homeostase da glicose demonstradas no grupo de pacientes soropositivas nao
sdo secundarias a prevaléncia maior de um genoétipo, ou que um determinado polimorfismo
genético do IGF-2 estaria, isoladamente, levando a essas modificacdes no metabolismo
glicidico. Cabe destacar que os autores desses trabalhos analisados consideram como sujeitos
das pesquisas pessoas normais pertencentes a populagdo geral.

Os dados referentes a avaliagdo genética obtidos nesta pesquisa também podem ser
comparados com os resultados de '"T HART et al. (2004). Esses autores selecionaram
individuos caucasianos normais ¢ intolerantes a glicose, de acordo com resultados obtidos por
GTT 75g e os submeteram ao clamp hiperglicémico. Nao encontraram diferencas
significativas com relacdo aos valores de glicose e insulina obtidos durante o teste de
sobrecarga e tanto a primeira quanto a segunda fase de secre¢do da insulina estimulada pela
glicose ndo foram diferentes, independentemente dos genotipos IGF-2/Apal. As freqiiéncias
genotipicas encontradas neste trabalho nao diferem significativamente entre os grupos, sejam
eles de sujeitos normais ou intolerantes a glicose e também ndo diferem da distribuicao

genotipica existentes nos grupos de pacientes normais, portadoras do HIV-1 e de diabéticas
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gestacionais. Mesmo quando comparados os grupos, levando em consideracdo os genotipos
agrupados AA + AG, uma vez que a prevaléncia de gendtipos AA ¢é baixa, ndo existem
diferencas significativas entre eles. Mais uma vez, o polimorfismo /GF-2/4Apal parece nao ser
0 unico responsavel pelas alteragdes no metabolismo da glicose.

Para UKKOLA et al. (2001), individuos portadores do genétipo IGF-2/Apal GG
quando submetidos a uma dieta hipercalorica apresentam aumento da insulina de jejum e da
insulina produzida durante o GTT, ou seja, possuem sensibilidade reduzida a insulina, sem
apresentarem aumento da area sob a curva de glicose. Na presente pesquisa, as pacientes
portadoras do HIV-1, que apresentam hiperglicemia e hipoinsulinemia, mostram maior
tendéncia em apresentar genotipos com o alelo A quando comparadas as pacientes diabéticas
gestacionais, as quais apresentam hiperinsulinemia e resisténcia periférica a insulina, como ¢
de conhecimento comprovado na literatura especifica (BUTTE, 2000). Pode ser que os
mecanismos fisiopatolégicos que levam aos disturbios da homeostase da glicose sejam
diferentes para os diversos genotipos.

As freqliéncias génicas, ou seja, aquelas relacionadas aos alelos que originam os
gendtipos também foram avaliadas neste trabalho, objetivando a descoberta de alguma relagao
entre os distarbios da glicose com o tipo de alelo do /GF-2. Ao confrontar os resultados
obtidos com aqueles recuperados por O’DELL et al. (1997) ndo se observam diferencas
significativas entre as freqiiéncias génicas existentes na populagdo estudada por estes autores
e as freqiiéncias génicas obtidas na amostra de gestantes normais, soropositivas para o HIV-1
e de pacientes diabéticas gestacionais. Também ndo existe significancia quando comparados
os dados da presente pesquisa, levando-se em consideragdo os trés grupos avaliados, com os
dados de GOMES et al. (2005).

Também nao foram observadas diferengas significativas entre as freqiiéncias génicas

encontradas na populacdo estudada por 'T HART et al. (2004) e as freqliéncias obtidas nos



63

grupos delineados nesta pesquisa. Procurando apurar essa avaliagdo, confrontou-se as
freqliéncias dos alelos dos individuos tolerantes a glicose do estudo daqueles pesquisadores
com os dados das gestantes normais do presente estudo e, como era de se esperar, ndo houve
diferenga significativa entre eles. Por outro lado, comparando-se as freqii€ncias génicas
obtidas no grupo de intolerantes a glicose com os resultados do grupo de portadoras do HIV-1
e de diabéticas, também nao se obteve qualquer significancia estatistica. Assim, mais uma
vez, parece nao haver associacdo entre qualquer um dos alelos do /GF-2 ¢ os disturbios do
metabolismo da glicose.

Sendo o genotipo de um individuo o responsavel pelas suas caracteristicas, foram
analisadas as freqiiéncias genotipicas das pacientes do presente estudo com relagdo a cor da
pele das mesmas. Verificou-se que as pacientes ndo brancas t€ém maior probabilidade de
apresentar o gendtipo GG, sem haver diferenca significativa entre os grupos analisados, ou
seja, de brancas e ndo brancas. Como os trabalhos existentes na literatura tentam associar o
genotipo GG aos distarbios da glicose, torna-se prudente destacar que pacientes nao brancas
talvez tenham maior prevaléncia de hiperglicemia e Diabetes mellitus durante a gravidez.
Porém, cumpre lembrar que neste trabalho ndo foram demonstradas diferencas significantes
entre os grupos estudados com relacdo ao dado demografico cor da pele. Nao ha trabalhos
divulgados, nos principais bancos de dados de literatura cientifica, que mostrem valores de
normalidade das freqiiéncias genotipicas nos varios grupos étnicos.

Adicionalmente, houve a preocupagdo em se avaliar as distribui¢cdes genotipicas
existentes nos grupos de gestantes portadoras do HIV-1, diferenciando-os em usudrias de
AZT ou de terapia triplice. Nao foram encontradas diferencgas nas freqiiéncias genotipicas,
assim como em relacdo as demais caracteristicas demograficas. Isso garante a homogeneidade

do grupo avaliado de pacientes soropositivas para o HIV-1.
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Alguns dados demograficos também foram analisados na busca de fatores que
pudessem influenciar a existéncia dos distirbios glicidicos. Ao avaliar a varidvel idade
observou-se que as pacientes diabéticas encontram-se na faixa etaria maior que as pacientes
pertencentes aos outros dois grupos analisados. Este achado coincide com a prevaléncia mais
elevada de DMG em gestantes com idade mais elevada, fato que é corroborado pelas
orientacdes estatuidas pela American Diabetes Association (2005) para o diagndstico do
DMG. Segundo essa entidade, as gestantes com idade inferior a 25 anos podem ser
consideradas de baixo risco para o DMG. Por outro lado, a semelhanga entre as idades das
pacientes normais e das gestantes soropositivas para o HIV-1 torna pouco provavel a
influéncia da idade sobre a ocorréncia da hiperglicemia neste ultimo grupo. Cabe destacar que
a variavel idade ndo afeta a prevaléncia de genotipos.

Sao poucas as informagdes da literatura relacionadas ao impacto da “raga” e da etnia
sobre a apresentacdo clinica e progressdo das alteragdes no metabolismo da glicose.
Individuos afro-descendentes, asidticos e hispanicos ou latinos apresentam maior risco que a
populacdo caucasiana de desenvolverem Diabetes mellitus e suas complicagdes
(MARSHALL, 2005; CABALLERO, 2007; MISRA et al., 2007). Fatores ambientais e
genéticos complexos sdo responsabilizados por essa disparidade.

A ingesta reduzida em fibras, com elevado teor de gordura animal e carboidratos
processados ¢ um dos habitos alimentares presentes na maioria dos grupos populacionais com
maior probabilidade de desenvolverem distirbios no metabolismo glicidico. Normalmente, os
efeitos nocivos desta varidvel sdo potencializados pela atividade fisica reduzida, inadequagdes
essas que resultam do processo de urbanizacio (ABATE & CHANDALIA, 2007). Outros
fatores ambientais podem influenciar a prevaléncia de DM nessas populagdes tais como a
obesidade, que se relaciona intimamente com a resisténcia periférica a insulina, a presenga de

outras doengas de base, condi¢cdes sOcio-econOmicas precdrias que impossibilitam uma
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alimentagdo adequada e o acesso aos servigos de saude e fatores culturais que interferem na
percepgao de um grupo sobre o ganho de peso e sua aparéncia fisica (CANDIB, 2007).

Com relagdo aos fatores genéticos, algumas publicagdes demonstram que as variantes
genéticas relacionadas aos afro-descendentes sdo excepcionais e estatisticamente maiores que
a de qualquer outra etnia, provavelmente justificando a prevaléncia duas vezes maior de DM
tipo 2 quando comparada aos caucasianos (ELBEIN, 2007). No Brasil, as informagdes sobre
“raca” devem ser avaliadas com cuidado, pois existem diferencas com relagdo a percepcao
das caracteristicas raciais em determinados contextos regionais, culturais e sociais. Torna-se
mais prudente a ado¢do da caracteristica “cor da pele” para a realizagdo da avaliacdo desse
dado demografico.

No presente estudo ndo houve diferenga significativa entre os grupos estudados com
relacdo a cor da pele, demonstrando que as populacdes examinadas sdo homogéneas com
relacdo a esta caracteristica. Esse achado sugere que essa caracteristica, quando avaliada
isoladamente, ndo ¢ a responsavel pela hiperglicemia existente no grupo de soropositivas pelo
HIV-1 e no de gestantes diabéticas.

Outras caracteristicas demograficas também passaram por avaliagdo na busca dos
fatores de risco para hiperglicemia no periodo gestacional. J4 é de dominio da comunidade
cientifica que grandes multiparas t€ém maior risco para o desenvolvimento de DM. Assim,
BALI et al. (2002) avaliaram prospectivamente 510.989 gestantes e mostraram que a grande
multiparidade estd associada 8 DMG, entre outras complicagdes obstétricas. Neste contexto,
ndo foram encontradas diferencgas significativas relacionadas a multiparidade entre os trés
grupos analisados neste trabalho. O fator multiparidade parece, assim como o fator “cor da
pele”, ndo influenciar a maior prevaléncia de hiperglicemia no grupo das mulheres portadoras

do HIV-1.
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O IGF-II exerce papel fundamental na divisdao e diferenciacao celular, particularmente
durante o periodo perinatal, momento em que a grande maioria dos tecidos corporais estdo se
adaptando as novas condigdes do ambiente (FOWDEN, 2003). Portanto, distirbios na sua
produgdo, que ¢ determinada geneticamente, podem estar associados a varias doengas que se
estabelecem na infancia, adolescéncia e vida adulta, como aterosclerose, Diabetes mellitus e
neoplasias (RANDHAWA & COHEN, 2005).

O gene IGF-2 pode atuar modificando a susceptibilidade de um individuo a uma
doenga, ou seja, pode aumentar o risco de ocorréncia de um estado patolégico sem que ele
seja expresso. Em diversas ocasides, quando avaliado isoladamente, a simples existéncia do
gene pode ndo ser suficiente para explicar o desenvolvimento de uma doenca (O’DELL et al.,
1999). O polimorfismo do IGF-2/Apal esta localizado em uma regido que ndo ¢ codificada e
que, portanto, ndo causa alteragdes na seqiiéncia de aminoacidos da proteina IGF-II. Porém,
esse polimorfismo poderia estar associado com outras mutagdes de maior significado
funcional, influenciando desta forma a susceptibilidade do organismo a uma doenga
(UKKOLA et al., 2001). Além disso, os polimorfismos relacionados as moléculas do sistema
IGF podem afetar a transcri¢do ou o processamento de RNA mensageiros (RANDHAWA &
COHEN, 2005).

Os resultados obtidos contribuiram para o conhecimento sobre as alteracdes do
metabolismo glicidico em gestantes submetidas a terapia ARV, tirando do polimorfismo /GF-
2/Apal a responsabilidade por essas alteragdes. Esses dados sinalizam positivamente que
outras variaveis devem ser estudadas para a elucidacdo dessas anormalidades, talvez sendo
necessario aprofundar os estudos experimentais, a fim de identificar subgrupos de gestantes

que possam se beneficiar de medidas preventivas e/ou terapéuticas.
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1. Nao foram observadas diferencas significativas entre os grupos estudados (gestantes
normais, portadoras do HIV-1 e diabéticas gestacionais) em relagdo ao polimorfismo /GF-
2/Apal. As freqliéncias genotipicas sdo estatisticamente semelhantes entre os mesmos,
mostrando que, provavelmente, ndo influenciaram o desenvolvimento dos distirbios da

homeostase da glicose;

2. Com relagdo as freqiiéncias genotipicas, ndo houve diferengas estatisticamente
significativas entre o grupo de gestantes portadoras do HIV-1 usuarias apenas de AZT e o
grupo de gestantes usuarias de TT, mostrando que o grupo de pacientes soropositivas para o

HIV-1 ¢ homogéneo com relacdo a essa variavel;

3. Nao foram detectadas diferengas significativas entre as trés populacdes examinadas

com relagdo as freqiiéncias génicas;

4. Existem diferencas significativas entre as pacientes brancas e ndo brancas com
relacdo aos gendtipos, uma vez que, pacientes ndo brancas tém maior probabilidade de

apresentarem o geno6tipo GG.
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RESUMO

Objetivo: Estudar o polimorfismo /GF-2/Apal em gestantes portadoras do HIV-1 usuarias de
antiretrovirais (ARV) que desenvolveram hiperglicemia ao longo do periodo gestacional.

M étodos. Estudo de coorte historica com controle externo envolvendo 87 gestantes normais,
43 gestantes portadoras do HIV-1 usuarias de ARV que apresentaram acréscimo dos valores
da Area sob a Curva das glicemias durante a gravidez e 43 diabéticas gestacionais,
soronegativas para o HIV-1. A reagdo em cadeia da polimerase foi utilizada para amplificacao
do IGF-2 a partir do DNA gendmico do sangue periférico. Para avaliagdo do polimorfismo
IGF-2/Apal foi utilizada a técnica do polimorfismo de comprimento do fragmento de
restricao. Para andlise estatistica foram utilizados o teste Kolmogorov-Smirnov, ANOVA ¢ o
teste do Qui-quadrado.

Resultados: Nao foram observadas diferencas significativas entre as freqiiéncias genotipicas
obtidas nos trés grupos analisados. Considerando o grupo de portadoras do HIV-1, ndo houve
diferencas na distribui¢do dos gendtipos entre o grupo de usudrias de zidovudina e o de
terapia triplice. Nao foram detectadas diferencas entre as freqiiéncias génicas das populagdes
examinadas neste estudo. Pacientes ndo brancas tiveram maior probabilidade de apresentarem
o gendtipo GG quando comparadas as gestantes brancas.

Conclusdes: Com os resultados obtidos contribuiu-se para o melhor entendimento das
alteragdes do metabolismo glicidico em gestantes submetidas a terapia ARV, desonerando o
polimorfismo /GF-2/Apal como tUnico responsavel pelas alteragdes. Esses dados sinalizam

que outras varidveis devem ser estudadas para a elucidagdo dessas anormalidades.

Palavras-chave: gestagdo, HIV-1, IGF-2, antiretrovirais, hiperglicemia.
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SUMMARY

Purpose: To study the IGF-2/4pal polymorphism in HIV-1 infected pregnant women using
antiretroviral drugs (ARV) with hyperglycemia during pregnancy.

Methods: Study of 87 healthy pregnant women, 43 HIV-1 infected pregnant women using
ARYV with a significant increase in the area under the glycemia curve along pregnancy and 43
pregnant women with gestational diabetes, HIV-1 negative. Blood samples were obtained for
DNA extraction and the Polymerase Chain Reaction was performed to amplify the /GF-2
sequence. Genotyping was carried out by enzymatic digestion with 4Apal. The data were
analyzed by Kol/mogorov-Smirnov normality, ANOVA and Qui-square tests.

Results: There were no significant differences related to the genotypic frequencies of the
three groups analyzed. Considering the HIV-1 infected pregnant women, there were no
significant differences between the zidovudine group and the triple antiretroviral treatment
group related to the genotypic frequencies. There were no significant differences related to the
allelic frequencies of the all groups evaluated. Non-white pregnant women have a trend to
present the GG genotypes compared to White pregnant women.

Conclusions: These results contribute to the better understanding about metabolic glycemic
disorders in HIV-1 infected pregnant women using ARV, removing the responsibility of /GF-
2/Apal polymorphisms as causative factor of the glycemic alterations. These data point to the

fact that others variables should be studied in order to explain those glycemic abnormalities.

Keywords: pregnancy, HIV-1, IGF-2, antiretroviral, hyperglycemia.
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POLIMORFISMO |GF-2/APAI EM GESTANTES PORTADORAS DO
VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA HUMANA TIPO 1 USUARIASDE
ANTIRETROVIRAIS
IGF-2/APAI POLYMORPHISM IN HUMAN IMMUNODEFICIENCY VIRUS

TYPE | INFECTED PREGNANT WOMEN USING ANTIRETROVIRAL DRUGS

INTRODUCAO

Desde seu reconhecimento em 1981, a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(SIDA) tem sofrido notaveis transformagdes ao longo dos tltimos 26 anos. Segundo dados da
Organizacdo Mundial de Saude, a crescente prevaléncia da SIDA nos ultimos tempos
qualifica-a como a principal pandemia dos tempos modernos. Avaliando a evolugdo
cronoldgica das taxas de prevaléncia de SIDA entre as mulheres, verifica-se um aumento
consideravel do numero de casos neste segmento populacional, principalmente entre as
pacientes em idade reprodutiva, aumentando o nlimero de casos de transmissdo vertical (TV)
desse virus .

Sem qualquer intervencao durante o periodo gestacional e puerperal, a TV do HIV-1 ¢
de 15 a 25% entre portadoras do virus que ndo amamentam e de 25 a 45% entre aquelas que
amamentam’. Porém, o risco da TV do HIV-1 pode ser reduzido para cifras inferiores a 2%
por meio do uso de diversas intervengdes, tais como a administracido de terapéutica
antiretroviral para a gestante durante a gravidez e no trabalho de parto, a realiza¢do de
procedimentos obstétricos incluindo a cesarea eletiva e a contra-indicagdo da amamentagao.
Além disso, o fornecimento de drogas antiretrovirais ao recém-nascido nas suas primeiras
semanas de vida tem papel relevante o,

Ensaios clinicos tém demonstrado que esquemas terapéuticos que levam em

consideracdo a associacdo de varios ARV possuem potente agdo contra o HIV-1, reduzindo
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significativamente a carga viral materna e conseqiientemente o risco de TV'"'°. Por outro lado,
efeitos adversos conseqiientes ao uso dessas drogas, tanto maternos como fetais, estdo bem
estabelecidos na literatura mundial 7',

Destaque deve ser dado a resisténcia periférica a insulina e ao Diabetes mellitus (DM)
materna, intercorrente em uma proporcao significante de gestantes usuarias de ARV. Estudos
avaliando os efeitos dos IP em pacientes nao gestantes portadores do HIV-1 t€ém demonstrado
resisténcia periférica insulinica, hiperglicemia, DM e at¢é mesmo casos de cetoacidose
diabética. HADIGAN et al. (2001)'* demonstraram que a positividade pelo HIV-1 confere um
aumento de 3,1 vezes no risco de DM.

Os regimes antiretrovirais contendo inibidores da protease (IP) podem levar a
intolerancia a glicose por dois mecanismos: primeiro, pela indugdo periférica de resisténcia a
insulina e segundo, pela incapacidade das células  pancreaticas em compensar o aumento da
resisténcia periférica aumentando a producio de insulina'’. Portanto, na maior parte dos casos
a intolerancia a glicose existente em pacientes usuarios de ARV cursa com hiperinsulinemia,

semelhante ao DM tipo 2 "'%!7,

Em outras situacdes, os [P causam insulinopenia,
semelhantemente ao DM tipo 1. Estudos experimentais tém mostrado que a maioria dos ARV
reduz a tolerancia a glicose por dois possiveis mecanismos: comprometem a secre¢ao € acao
da insulina ou exercem toxicidade direta sobre as células  pancreaticas, culminando com
morte destas células, insulinopenia e hiperglicemia '®.

Nesse contexto, encontram-se na literatura algumas publicagdes mencionando o efeito
de distarbios da expressdo dos fatores de crescimento semelhantes a insulina (IGF) na fungao
da célula B pancreatica, levando a alteragdes do metabolismo glicidico. Desequilibrios entre a
renovagdo e apoptose das células P, conseqiientes a niveis plasmaticos alterados de IGF-II,

sdo de grande importancia para o aparecimento de distirbios na homeostase da glicose,

principalmente por alteracdes no numero dessas células e defeitos na secrecdo de insulina
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%20 Em humanos adultos, polimorfismos do IGF-2/Apal tém sido associados com

predisposicdo a obesidade e a distirbios caracteristicos de sindromes metabdlicas, tais como:
resisténcia periférica a insulina, distirbios da secrecdo de insulina e aumento de gordura

. A 21-24
visceral e subcutianea

. Visto isso, mais estudos sdo necessarios para a elucidagdo das
bases do metabolismo glicidico e para que se possa atribuir ou nao a hiperglicemia vista em
gestantes portadoras do HIV-1 ao uso de ARV. Propusemos, portanto, o presente estudo a fim

de avaliar o polimorfismo IGF-2/Apal em gestantes portadoras do HIV-1 usuarias de ARV

que desenvolveram hiperglicemia ao longo do periodo gestacional.
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PACIENTESE METODOS

Esta pesquisa foi realizada no Departamento de Ginecologia e Obstetricia do Hospital das
Clinicas da FMRP-USP em conjunto com o Departamento de Genética da FMRP-USP, apos sua
aprovagdo pelo Comité de Ftica em Pesquisa do Hospital das Clinicas da FMRP-USP. Foi um
estudo de coorte histérica com controle externo, no qual foram selecionadas 173 pacientes.

As pacientes foram divididas em trés grupos: 87 gestantes da populacdo geral
consideradas normais do ponto de vista clinico e laboratorial, sem antecedentes moérbidos
pessoais ou historia familiar de DM, seguidas no Ambulatério de Pré-Natal Normal do
HCFMRP-USP, 43 gestantes portadoras do HIV-1 seguidas no Ambulatério de Moléstias
Infecto-Contagiosas em Ginecologia e Obstetricia do HCFMRP-USP, usuarias de ARV e que
desenvolveram hiperglicemia e hipoinsulinemia ao longo da gestagdo, segundo resultados
apresentados no trabalho realizado por EL BEITUNE (2004)'? e 43 gestantes com
diagnostico, no 2° trimestre, de Diabetes mellitus gestacional (DMG) recrutadas no
Ambulatério de Gestagdo de Alto Risco ou no Centro Obstétrico do HCFMRP-USP.

Das 43 pacientes portadoras do HIV-1 selecionadas para este trabalho, 17 eram
usuarias apenas de AZT (600 mg/dia) para profilaxia da transmissdo vertical e 26 eram
usuarias de terapia triplice (AZT 600 mg/dia + Lamivudina 300 mg/dia e Nelfinavir 2500
mg/dia, divididos em duas tomadas diarias). A prescricdo dessas drogas levou em
consideracdo: a idade gestacional de seu inicio, a contagem de linfocitos CD4, a quantificagao
da carga viral do HIV-1 e as condi¢cdes de saide da paciente, seguindo os critérios
estabelecidos pelo Perinatal HIV Guidelines Working Group Members™ (2002) para
tratamento de gestantes e pelo protocolo assistencial de gestantes portadoras do HIV-1 do
HCFMRP-USP. Foram excluidas pacientes que apresentaram DM prévio a gestacdo em
questao, histdria familiar de DM, uso incorreto dos ARV, obesidade (indice de massa corporal

> 30 Kg/m?) e uso de drogas hiperglicemiantes (por exemplo, corticoides).



101

O diagnoéstico de DMG foi estabelecido por meio do teste oral de tolerancia a glicose
com 75 gramas de dextrose (GTT 75g) realizado no 2° trimestre gestacional. Foram
consideradas diabéticas as gestantes que apresentaram um ou dois dos resultados alterados
(glicemia de jejum = 126 mg% e/ou glicemia de duas horas apos 75g de dextrose > 140
mg%). Foram excluidas pacientes com outros processos patologicos além do DMG, aquelas
com gestacao multipla, usudrias de terapéutica hiperglicemiante e obesas.

De todas as pacientes foram coletados 10 ml de sangue periférico, em tubos estéreis
contendo EDTA, pelo sistema Vacutainer, apés esclarecimento sobre a pesquisa e assinatura
do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Para a realizacdo do estudo do polimorfismo /GF-2/4pal houve a necessidade de
extracdo de DNA gendmico a partir das amostras de sangue total, pelo método de extragdo e

precipitagio em NaCl *°

. O DNA foi quantificado por meio de espectrofotdmetro,
considerando-se a densidade optica (DO) de 260 nm para obten¢do da quantidade de DNA e a
de 280 nm para a obtencdo da quantidade de proteina. A relagdo entre DO 260/DO 280
sempre esteve abaixo de dois.

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foi utilizada para amplificacdo da
seqiiéncia do gene estudado (/GF-2). As condi¢des da PCR foram padronizadas para cada par
de primers. As reagdes foram realizadas em um aparelho termociclador programével T-
gradiente (Biometra), seguindo os protocolos recomendados pelos fabricantes e descritos por
INNIS et al. (1990)*’. Para o IGF-2 foram utilizados primers especificos para amplificar o
fragmento de 236 pares de bases que contém o local do polimorfismo: primer sense (5°-
CTTGGACTTTGAGTCAAATTGG-3’) e antisense (5’- CCTCCTTTGGTCTTACTGGG —
3’) descritos por TADOKORO et al. (1991).

O protocolo de amplificacdo para a seqiiéncia do /GF-2 constituiu-se de um ciclo de

94°C por 5 minutos, 60°C por 1 minuto e trinta segundos e 72°C por trinta segundos, seguido
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por 39 ciclos de 94°C por 1 minuto, 60°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto. A PCR do IGF-2
dé origem a fragmentos amplificados de 236 pb (figura 1).

Para identificacdo do polimorfismo [IGF-2/Apal foi utilizada a técnica do
polimorfismo de comprimento do fragmento de restricdo (RFLP). Os produtos da PCR foram
submetidos a digestdo enzimatica por mais de 12 horas nas condi¢des 6timas de restricao, a
37°C, com a enzima de restricdo Apal (20U) e o tampao recomendado pelo fabricante.

Apobs o término do processo de digestdo enzimatica do produto da PCR, os alelos
foram diferenciados pelo padrao de migracao eletroforética dos fragmentos de restricio em
gel de agarose a 2%, utilizando-se TBE como tampao de corrida e brometo de etidio como
corante. A diferenca dos alelos envolvidos em cada genétipo foi estabelecida pela presenga ou
ndo do sitio de restricdo GGGCC/CC neste fragmento, o qual é reconhecido e clivado pela
enzima de restricdo. Na auséncia do sitio de restricdo e, consequentemente, da digestdo
enzimatica o fragmento gerado ¢ de 236 pb (alelo A e gendtipo AA). Na presenca do sitio de
restricdo sdo produzidos dois fragmentos, um de 173 pb (alelo G e genotipo GG) e outro de
63 pb (o qual ndo ¢ visualizado) e, quando presente em apenas um cromossomo (heterozigoto
AGQG), sdo gerados trés fragmentos, um de 236 pb, um de 173 pb e outro de 63 pb (figura 2). Os
fragmentos foram visualizados por transiluminagao (luz UV).

Para documentacdo dos resultados foi utilizado o programa Kodak Digital Science —
1D Image Analysis Software.

Os dados foram analisados por meio do software GraphPad Prism version 3.00 for

Windows (GraphPad Software, San Diego, California USA, www.graphpad.com). Para verificar a

homogeneidade da variavel idade foi utilizado o teste ndo-paramétrico de Kolmogorov-Smirnov e
para comparacgdo desta variavel entre os trés grupos estudados foi utilizado teste ANOVA com
pos-teste de Newman-keuls. Para comparacdo entre as variaveis qualitativas foi utilizado o teste

do Qui-quadrado. O nivel de significancia adotado neste estudo foi de 5%.
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RESULTADOS

Os dados demograficos referentes aos trés grupos estudados encontram-se na tabela 1.
Se analisarmos a idade materna, observamos que existem diferengas significativas entre as
idades das pacientes diabéticas quando comparadas as idades das pacientes do grupo de
portadoras do HIV-1 e do grupo de diabéticas gestacionais (p < 0,05).

Com relagdo a cor da pele, ndo houve diferengas significativas entre os grupos
estudados. Com relagdo a historia obstétrica, observamos que houve semelhangas na
distribuicdo das pacientes normais e do grupo de diabéticas (p=0,90) com relagdo ao nimero
de gestacdes. Por outro lado, a grande maioria das pacientes soropositivas para o HIV-1 sao
multigestas, com diferenca significante entre estas e os dois outros grupos (p= 0,002). Com
relacdo a paridade, foram observadas semelhangas na distribui¢do das pacientes nos trés
grupos analisados (p=0,12), o mesmo ocorrendo com os abortos clinicamente evidenciados
(p=0,08).

Os dados relacionados a avaliagdo genotipica encontram-se na Tabela 2 e Figura 3. Ao
submeter os trés grupos (normais, HIV-1 positivas e diabéticas) a andlise estatistica,
observamos que ndo existiram diferengas significativas entre as freqliéncias genotipicas
encontradas para os grupos analisados (p=0,29). Se o grupo de gestantes portadoras do HIV-1
for dividido de acordo com a terapéutica administrada, ou seja, usuarias de AZT ou usudrias
de terapia triplice, a fim de compararmos as freqiiéncias genotipicas entre ambos os grupos, o
resultado nos mostra que nao ha diferengas estatisticamente significativas entre eles (p=0,75).

Quando comparamos a distribuicdo dos genotipos entre pacientes brancas e nao
brancas observamos que existe diferenca significativa entre essas duas populagdes analisadas
(p=0,03). Porém, deve-se ter cautela nessa avaliacdo, uma vez que o grupo de ndo brancas
com gendtipo AA € muito pequeno (n=1). Talvez seja mais prudente dizer que pacientes nao

brancas t€ém maior probabilidade de apresentarem o gendtipo GG.
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Devido a reduzida freqiiéncia do homozigoto AA, as freqiiéncias genotipicas nas
amostras estudadas foram reavaliadas reagrupando os gendtipos encontrados em dois novos
grupos (GG e AG + AA). Nao foram detectadas diferencas significativas entre as gestantes
normais, soropositivas para o HIV-1 e as diabéticas gestacionais (p=0,09). Porém, ao se
realizar uma comparagdo entre o grupo de gestantes normais com o de soropositivas para o
HIV-1 detectou-se que as pacientes HIV-1 positivo t€ém uma tendéncia maior em apresentar
genotipos com o alelo A (p=0,05). O mesmo resultado foi obtido quando se submeteu a
analise os grupos de pacientes diabéticas e as soropositivas (p=0,05).

Os dados sobre as freqiiéncias génicas em cada grupo examinado estdo apresentados
na Tabela 3. Avaliando-se as freqiiéncias génicas, ou seja, as freqiiéncias do alelo G [f(G)] e
as freqiiéncias do alelo A [f(A)], ndo foram detectadas diferengas significativas entre as trés

populacdes examinadas (p=0,28).
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DISCUSSAO

Viarios fatores justificam a importancia dos distirbios na homeostase da glicose em
pacientes portadores do HIV-1 usudrios de ARV, destacando-se a elevada prevaléncia, o
conhecimento restrito sobre a etiologia dessas alteragdes e as conseqiiéncias de seu
aparecimento nessa populacdo. As anormalidades do metabolismo glicidico podem envolver a
ocorréncia de resisténcia insulinica periférica, hiperinsulinemia e hiperglicemia, simulando o
DM tipo 2 "'®!7. Por outro lado, quadros semelhantes ao DM tipo 1, caracterizados por
insulinopenia e hiperglicemia, também j4 foram citados na literatura mundial '>'®*.

Os aspectos genéticos do DM sdo estudados ha varias décadas, com o objetivo de se
descobrir o padrao de heranga envolvido na sua complexa etiologia. A destrui¢do auto-imune
das células B pancreaticas estd associada a predisposi¢ao genética, porém também se relaciona
a fatores ambientais mal definidos®®. Por outro lado, a grande maioria dos pacientes com DM
possui formas da doenca relacionadas a obesidade e a secre¢do de insulina defeituosa e
insuficiente para compensar a resisténcia periférica ao horménio®'.

Os disturbios metabolicos também podem se associar a mutagdes no gene do receptor
de insulina e a mutac¢des nos genes que codificam os varios componentes celulares protéicos
que coordenam as complexas vias de resposta a insulina apos a ligagao deste hormonio ao seu
receptor °>>>. Ainda dentro desta linha de raciocinio relacionada a genética dos disturbios
metabolicos, existem os polimorfismos do gene do /GF-2. Na vida adulta, o /GF-2 influencia
o crescimento e desenvolvimento das células  pancreaticas, agindo na replicacdo, renovagao
e apoptose celular’. Distirbios nessas fungdes celulares sdo de grande importancia para o
aparecimento de intolerancia a glicose, secundariamente a alteragdes no niumero de células e
defeitos na secrecdo de insulina'.

Neste contexto, a presente pesquisa ¢ original, pois estudou o polimorfismo /GF-

2/Apal em mulheres portadoras do HIV-1 usuarias de ARV que desenvolveram hiperglicemia
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ao longo do periodo gestacional e comparou os achados neste grupo com os resultados
obtidos para o grupo de pacientes consideradas normais e com aqueles de portadoras de
DMG.

Considerando o estudo do polimorfismo /GF-2/Apal, os grupos analisados no presente
trabalho ndo apresentaram diferencas significativas entre as freqiiéncias genotipicas
encontradas para eles. Na literatura existem poucos trabalhos associando o polimorfismo do
IGF-2/Apal aos distarbios do metabolismo glicidico. Em 1997, O’DELL et al.?' realizaram
um estudo denominado “Northwick Park Heart Study II (NPHSII)”, no qual foi estudado o
polimorfismo do /GF-2/Apal (alelos A e G) em 2560 homens de meia idade. Os autores
relataram que os homozigotos AA mostraram um peso corporal médio 4,0 kg menor que os
homozigotos GG, com resultados intermediarios para os heterozigotos AG. Eles concluiram
que os homozigotos GG t€ém um risco 1,67 vezes maior de ter IMC anormal e as
complicacdes resultantes de sua ocorréncia. Nao existem diferencas significativas entre as
freqliéncias genotipicas obtidas no estudo do NPHSII com as do presente trabalho.

Um estudo brasileiro realizado por GOMES et al. (2005)** testou a associagdo entre o
polimorfismo IGF-2/Apal e o IMC de 294 voluntarios saudaveis (95 homens e 199 mulheres)
de 18 a 30 anos e correlacionou os resultados com seus pesos de nascimento (PN). Os autores
relataram que embora os gendtipos do /GF-2 ndo tenham sido significativamente associados
com o IMC ou com o PN, houve uma correlagdo significativa entre o PN e o IMC de
individuos homozigotos GG que tenham nascido com mais de 3.500 gramas. Eles sugerem
que PN elevado associado com homozigose do alelo G pode ser um fator importante na
predisposi¢cdo a obesidade e suas complicacdes no adulto. Também ndo existem diferencas
significativas entre as freqiiéncias genotipicas obtidas no trabalho de GOMES et al. (2005)** e

as freqliéncias dos genotipos encontrados nos trés grupos avaliados na presente pesquisa.
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Devido a similaridade existente entre as freqiiéncias genotipicas encontradas nos
trabalhos analisados até o momento e os resultados obtidos na presente pesquisa pode-se
inferir que as alteracdes na homeostase da glicose demonstradas no grupo de pacientes
portadoras do HIV-1 ndo s3o secundarias a prevaléncia maior de um gendtipo, ou que um
determinado polimorfismo genético do /GF-2 estaria, isoladamente, levando a essas
modifica¢des no metabolismo glicidico.

Em outro trabalho, 'T HART et al. (2004)* selecionaram individuos caucasianos
normais ¢ intolerantes a glicose, de acordo com resultados obtidos por GTT 75g e os
submeteram ao clamp hiperglicémico. Nao foram encontradas diferencas significativas com
relacdo aos valores de glicose e insulina obtidos durante o teste de sobrecarga e tanto a
primeira quanto a segunda fase de secre¢do da insulina estimulada pela glicose ndo foram
diferentes, independentemente dos gendtipos IGF-2/Apal. As freqiiéncias genotipicas
encontradas neste trabalho ndo diferem significativamente entre os grupos e também nao
diferem da distribuicdo genotipica existentes nos grupos de pacientes normais, portadoras do
HIV-1 e de diabéticas gestacionais. Mais uma vez o polimorfismo /GF-2/Apal parece nao ser
0 unico responsavel pelas alteragdes no metabolismo da glicose.

Para UKKOLA et al. (2001)*>, em resposta a uma dieta hipercalorica, individuos
portadores do genotipo IGF-2/Apal GG apresentam sensibilidade reduzida a insulina. Na
presente pesquisa, as pacientes portadoras do HIV-1, que apresentam hiperglicemia e
hipoinsulinemia, mostram uma tendéncia maior em apresentar genotipos com o alelo A
quando comparadas as pacientes diabéticas gestacionais, as quais apresentam
hiperinsulinemia e resisténcia periférica a insulina, como ¢ de conhecimento comprovado na
literatura especifica®. Pode ser que os mecanismos fisiopatologicos que levam aos disturbios

da homeostase da glicose sejam diferentes para os diversos genotipos.
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As freqiiéncias génicas, ou seja, aquelas relacionadas aos alelos que dao origem aos
gendtipos também foram avaliadas neste trabalho. Ao confrontar os resultados obtidos aqui
com aqueles recuperados por O’DELL et al. (1997)*' e por GOMES et al. (2005)** nio se
observam diferencas significativas entre as freqiiéncias gé€nicas existentes nas populagdes
estudadas por estes autores e as freqiiéncias génicas obtidas na presente pesquisa.

Também nao foram observadas diferengas significativas entre as freqiiéncias génicas
encontradas na populagio estudada por 'T HART et al. (2004)* ¢ as freqiiéncias obtidas nos
grupos delineados nesta pesquisa. Comparando-se as freqliéncias génicas obtidas no grupo de
intolerantes a glicose com os resultados de nosso grupo de portadoras do HIV-1 e de
diabéticas, também ndo se obteve qualquer significancia estatistica.

Outros dados demograficos foram analisados a fim de buscar fatores de risco para os
disturbios glicidicos. As pacientes diabéticas sdo mais velhas que as pacientes pertencentes
aos outros dois grupos analisados. Este achado coincide com a prevaléncia mais elevada de
DMG em gestantes com idade mais elevada, fato que ¢ corroborado pelas orientagdes
estatuidas pela American Diabetes Association (2005)*° para o diagnostico do DMG. A
semelhanca entre as idades das pacientes normais e das gestantes portadoras do HIV-1 torna
pouco provavel a influéncia da idade sobre a ocorréncia da hiperglicemia neste tltimo grupo.

Existem informagdes limitadas na literatura relacionadas ao impacto da etnia sobre a
apresentacao clinica e progressdo das alteragdes no metabolismo da glicose. Individuos afro-
descendentes, asiaticos e hispanicos ou latinos apresentam risco mais elevado que a populagao
caucasiana de desenvolverem Diabetes mellitus e suas complica¢des’ . Fatores ambientais e
genéticos complexos sdo responsaveis por essa disparidade.

Sendo o genotipo de um individuo o responsavel pelas suas caracteristicas, foram
analisadas as freqiiéncias genotipicas das pacientes do presente estudo com relagdo a cor da

pele das mesmas. Verificou-se que as pacientes ndo brancas t€ém maior probabilidade de
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apresentar o genotipo GG, sem haver diferenca significativa entre os grupos analisados, ou
seja, de brancas e ndo brancas. Como os trabalhos existentes na literatura tentam associar o
genotipo GG aos distarbios da glicose, torna-se prudente destacar que pacientes nao brancas
talvez tenham uma prevaléncia maior de hiperglicemia ¢ DM durante a gravidez. Porém,
cumpre lembrar que neste trabalho ndo foram demonstradas diferengas significantes entre os
grupos estudados com relagdo ao dado demografico cor da pele. Nao ha trabalhos divulgados
nos principais bancos de dados de literatura cientifica que mostrem valores de normalidade
das freqii€ncias genotipicas nos varios grupos étnicos.

Ja é de dominio da comunidade cientifica que pacientes grandes multiparas, estdo sob
maior risco para o desenvolvimento de DM. Em 2002, BAI et al.* avaliaram
prospectivamente 510.989 gestantes e mostraram que a grande multiparidade est4 associada a
DMG, entre outras complicagdes obstétricas. Neste contexto, ndo foram encontradas
diferencas significativas relacionada a multiparidade entre os trés grupos de analisados neste
trabalho. O fator multiparidade parece ndo estar influenciando a prevaléncia mais elevada de
hiperglicemia no grupo das portadoras do HIV-1.

O IGF-II tem um papel fundamental na divisdo e diferenciacdo celular,
particularmente durante o periodo perinatal. Disturbios na sua produg¢ao, a qual ¢ determinada
geneticamente, podem estar associados a varias doencas que se estabelecem na infancia,
adolescéncia e vida adulta, como aterosclerose, Diabetes mellitus e neoplasias 4 Por outro
lado, o gene /GF-2 pode atuar modificando a susceptibilidade de um individuo a uma doenga,
ou seja, pode aumentar o risco de ocorréncia de um estado patoldgico sem que ele seja
expresso. Em diversas ocasides, a simples existéncia do gene pode ndo ser suficiente para
explicar o desenvolvimento de uma patologia quando avaliado isoladamente™. O
polimorfismo do /GF-2 esta localizado e uma regido que nao ¢ codificada e que, portanto, ndo

causa alteragdes na seqii€éncia de aminoacidos da proteina IGF-II. Porém, esse polimorfismo



110

poderia estar associado com outras mutagdes que tém maior significado funcional,
influenciando desta forma, a susceptibilidade de um organismo a uma doenga®. Além disso,
os polimorfismos relacionados as moléculas do sistema IGF podem afetar a transcri¢do ou o
processamento de RNA mensageiros*.

Com os resultados obtidos até o momento, contribui-se para o conhecimento das
alteracdes do metabolismo glicidico em gestantes submetidas a terapia ARV, desonerando os
polimorfismos do /GF-2 como responsaveis por essas alteracdes. Esses dados sinalizam que
outras variaveis devem ser estudadas para a elucidacdo dessas anormalidades, talvez sendo
necessario aprofundar os estudos experimentais neste campo, a fim de identificar subgrupos

de gestantes que possam se beneficiar de medidas preventivas e/ou terapéuticas.
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Figura 1. Produto de PCR do /IGF-2. Amplificagdo de fragmentos de 236 pb. Note a
auséncia de amplificacdo em B. (M) marcador (padrdo de pares de base), (S)

fragmento amplificado, (B) branco, reagao sem primers.
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AG AG GG AG AA S GG

236 pb
173pb <+—

Figura 2. Genotipagem por meio do RFLP IGF-2/Apal. (A) alelo A, (G) alelo G,

(S) fragmento sem digestao, (pb) pares de bases.
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Figura 3. Distribuicdo das freqiiéncias genotipicas do gene IGF-2 nos trés grupos

estudados.



Tabela 1 - Distribuicédo das caracteristicas das gestantes segundo os grupos estudados
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Normais HIV positivas Diabéticas p
n=87 n=43 n=43
Variavel
Idade (anos) < 0,05
Média (Variagéo) 25,3 (16 - 41) 26,4 (17 - 43) 29,1 (17 - 40)
Desvio padrédo 55 5,6 6,0
Cor 0,36
Brancas 59,8% 60,5% 72,1%
N&o Brancas 40,2% 39,5% 27,9%
Estado civil 0,94
Sem companheiro 35,6% 34,9% 32,6%
Com companheiro 64,4% 65,1% 67,4%
N® Gestacdes 0,002
Primigesta 31,0% 12,5% 34,9%
Secundigesta 27,6% 10,0% 25,6%
Multigesta 41,4% 77,5% 39,5%
N Partos 0,12
Nulipara 35,6% 20,0% 46,5%
1 a 3 partos 52,9% 60,0% 44.2%
Multipara 11,5% 20,0% 9,3%
Abortos 0,08
Sim 27,6% 42,5% 20,9%
Nao 72,4% 57,5% 79,1%




Tabela 2 - Frequiéncias genotipicas para o IGF-2 na populagéo total

Genétipo n Freguéncia genotipica
GG 97 56,0%
AG 64 37,0%
AA 12 7,0%

Total 173 100,0%
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Tabela 3 - Freqgiiéncias génicas nos trés grupos estudados

Grupos Total Normais HIV-1 positivas Diabéticas

f(alelo)
n 173 87 43 43
*(G) 0,75 0,76 0,66 0,79
*f(A) 0,25 0,24 0,34 0,21

*f (alelo) frequéncia do alelo
p=0,28
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SUMMARY

Introduction: Studies carried out to assess the effects of antiretroviral drugs (ARV) in HIV-1
infected pregnant women have demonstrated hyperglycemia, carbohydrate intolerance due to
insulin resistance, and cases similar to Diabetes mellitus type 1. On the other hand, some
reports refer to the effect of disturbances in the expression of the insulin-like growth factors
system (IGF) on pancreas beta-cell function in humans and /GF-2/4pal polymorphisms have
been associated with obesity and features of the metabolic syndromes.

Objetivos: To study the /IGF-2/Apal polymorphism in HIV-1 infected pregnant women
receiving ARV with hyperglycemia during pregnancy and to identify the groups of patients at
higher risk to develop adverse metabolic glycemic events.

Methods: Study of 87 healthy pregnant women, 43 HIV-1 infected pregnant women receiving
antiretroviral drugs with a significant increase in the area under the glycemia curve along
pregnancy and 43 pregnant women with gestational diabetes, HIV-1 negative. Blood samples
were obtained for DNA extraction and the PCR was performed to amplify the /GF-2
sequence. Genotyping was carried out by enzymatic digestion with Apal. The data were
analyzed by Kolmogorov-Smirnov normality, ANOVA and Qui-square tests.

Results: There were no statistically significant differences related to the genotypic
frequencies of the three groups analyzed. Considering the HIV-1 infected pregnant women,
there were no significant differences between the zidovudine group and the triple
antiretroviral treatment group related to the genotypic frequencies. There were no significant
differences related to the allelic frequencies of the all groups evaluated. Non-white pregnant
women have a trend to present the GG genotypes compared to White pregnant women.
Conclusions: These results contribute to the better understanding about metabolic glycemic
disorders in HIV-1 infected pregnant women receiving antiretroviral drugs, removing the
responsibility of IGF-2/Apal polymorphisms as unique responsible factor of the glycemic
alterations. These data point to the fact that others variables should be studied in order to

explain those glycemic abnormalities.

Keywords: pregnancy, HIV-1, IGF-2, antiretroviral, hyperglycemia.
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