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Resumo

O Diabetes Melitos tipo 2 é uma doenca de grande prevaléncia e alta mortalidade em todo o
mundo. A persisténcia da hiperglicemia no curso da doenca estd envolvida com padrdes
classicos de nefropatia, retinopatia e neuropatia. Tais complicacbes associadas a maior
susceptibilidade dos diabéticos em desenvolverem infecgdes, agravam mais ainda a qualidade
de vida destes pacientes. Nesse contexto, as infec¢Bes fungicas sdo relevantes, associadas a
grande disseminacdo e dificil tratamento, sendo as onicomicoses as mais frequentes em
pacientes diabéticos. Em nosso trabalho a frequéncia das onicomicoses foi determinada em 66
pacientes com Diabetes Mellitus tipo 2, atendidos no Centro de Referéncia para Diabetes
Ermirio de Morais, na cidade do Recife, durante o periodo de junho a novembro de 2013.
Todos os 66 pacientes com Diabetes tipo 2 apresentaram algum sinal clinico para
onicomicoses. Destes 24 (36,3%) revelaram confirmacéo para etiologia fangica, destacando-
se Candida krusei (45,8%) como uma das espécies mais frequentes. Taxas de glicemia e
hemoglobina glicosilada estiveram elevadas em 37,5% dos pacientes com micoses. A
frequéncia dos genotipos e alelos do polimorfismo G463A do gene MPO foi para G/G(36%),
G/A(43%) e AIA(27%). Néo foi detectada associacdo ao se relacionar a micose, diabetes e 0
polimorfismo (G463A).

Palavras-chave: Onicomicose. Candida. Diabetes Mellitus. Polimorfismo Genético.

Mieloperoxidase.



Abstract

Diabetes mellitus type 2, is a disease with high prevalence and high mortality worldwide. The
persistence of hyperglycemia in the disease course is observed with classic patterns of
nephropathy, retinopathy and neuropathy. Such complications associated with increased
susceptibility of diabetic patients are known to develop infections, which aggravate further the
quality of life of these patients. In this context fungal infections are relevant associated with
the large spread and difficult treatment being onychomycosis the most frequent in diabetic
patients. In our study the frequency of onychomycosis was determined in 66 patients with
type 2 diabetes treated at the Reference Center for Diabetes Ermirio de Morais, in Recife
during the period June to November 2013. All 66 patients with type 2 diabetes showed
clinical signs for onychomycosis. Of these, 24 (36.3%) revealed confirmation for fungal
etiology, especially Candida krusei (45.8%) as one of the most frequent species. Rates of
glucose and glycated hemoglobin were elevated in 37.5% of patients with mycosis. The
frequency of genotypes and alleles of the polymorphism G463A gene MPO G/ G (36%), G /
A (43%) AJ/A (27%). No association was found to be related to ringworm, diabetes and
polymorphism (G463A).

Keywords: Onychomycosis. Candida. Diabetes Mellitus. Polymorphism. Myeloperoxidase.
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1. INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) € uma doenga cronica, considerada uma das mais
prevalentes na populacdo mundial (BASTOS JR. et al, 2005), e se caracteriza por
hiperglicemia resultante da falta de insulina e/ou incapacidade da insulina em exercer
adequadamente os seus efeitos (OLIVEIRA et al, 2009).

E classificado de acordo com a Associacdo Americana de Diabetes (ADA, 2011)
segundo quatro formas clinicas: diabetes mellitus tipo 1, diabetes mellitus tipo 2, diabetes
mellitus gestacional e diabetes secundéria a outras patologias (ADA, 2011).

Trata-se de um disturbio metabolico associado a deficiéncia absoluta ou relativa de
insulina, gerando um aumento da glicemia. Na sua expressdo clinica é caracterizado por
alteraces metabdlicas, complicagdes vasculares e neuropaticas (ARSA et al, 2009).

O comprometimento vascular é constituido por macroangiopatia inespecifica
(aterosclerose e suas diferentes manifestacdes clinicas) e pela microangiopatia diabética, a
qual afeta particularmente a retina, os rins e 0s nervos periféricos (CHACRA, AR; DIB, AS,
2007).

Ao lado das doencas vasculares, existe uma maior incidéncia de infeccdes especificas
no paciente diabético. Estas infec¢bes evoluem frequentemente com complicagdes, podendo
ainda agravar o quadro de cetoacidose e coma hiperosmolar (ROCHA et al, 2002).

Individuos com o DM apresentam maior susceptibilidade ao desenvolvimento de
infecgBes, incluindo infecgBes flngicas. Entretanto, ainda ndo estdo completamente
elucidadas as causas para esta condi¢do. Sabe-se que portadores dessa doenca apresentam
alteracbes no sistema de defesa com depressdo da atividade dos polimorfonucleares
neutrdfilos, alteracdo na aderéncia, quimiotaxia e opsonizacdo leucocitéria, alteracdo dos
sistemas antioxidantes e menor produgdo de interleucinas (ROCHA et al., 2002).

A incidéncia de infec¢bes cutaneas em diabéticos é de 20 a 50% e mostra uma
correlacdo proxima com o0s niveis sanguineos de glicose, aparecendo com maior frequéncia
em pacientes com hiperglicemia e com valores altos de hemoglobina glicosilada
(RODRIGUES, 2003).

Os pés sdo os alvos mais acometidos por processos infecciosos (JOSHI et al, 1999)
sendo as infec¢Bes fangicas as mais comuns nesta regido (BRISTOW, 2008), podendo ser
porta de entrada para outros agentes infectantes, como o Staphylococcus aureus, favorecendo
0 surgimento de outras comorbidades (WEBWER e SILVA, 2005; RAMOS, 2010).
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Os mediadores da resposta inflamatéria, assim como as enzimas envolvidas, incluindo
a mieloperoxidase (MPQO), associado a acdo das células fagocitarias, fazem parte da resposta
imune inata inicial aos microrganismos, tendo como principal objetivo, impedir a instalagédo
das infeccdes (FILHO et al, 2011).

A eliminagdo do agente infeccioso no hospedeiro ocorre através da fagocitose pelos
neutrofilos e macréfagos. Esta etapa € desempenhada em grande parte por mecanismos
dependentes de oxigénio, que geram intermediarios reativos do oxigénio, produzidos na
rapida oxidagdo da NADPH (nicotinamida adenina dinucleotideo-P) pela NADPH oxidase,
formando o O, '(&nion superoxido), que é convertido a H,O, (peréxido de hidrogénio). Este
ultimo é um agente microbicida, porém ainda ndo é suficientemente eficaz para matar os
microrganismos por si s0 (ABBAS, 2005).

A amplificacdo da resposta do produto H,O, é alcangada pela acdo da enzima
mieloperoxidase (MPO) que, na presenca de um haldide CI” (cloreto), converte 0 H,O, em
HOCI (&cido hipocloroso). O HOCI é um potente agente antimicrobiano, fazendo com que o
sistema H,0,-MPO-hialida seja o sistema microbicida mais eficaz dos neutrofilos (ABBAS,
2005).

Por outro lado, os portadores de alteracdo na transcricdo da mieloperoxidase,
demonstram uma resposta mais lenta no combate as infeccdes por microrganismos. Como
citado por Costa (2004), o polimorfismo G463A do gene da mieloperoxidase, provoca uma
expressdo diminuida desta enzima, aumentando a susceptibilidade as infeccdes e,
possivelmente, sugerindo que este alelo, seja usado como um marcador para eventos
infecciosos em pacientes com defesa imune ja comprometida (COSTA, 2004).

Estudos vém sendo realizados buscando avaliar essa possivel correlacdo entre
polimorfismos no gene 463 A, com consequente baixos niveis séricos de MPO, e a
susceptibilidade as infecces, entre elas a infeccdo fungica (AMPEL et al., 2009).

Também existem relatos que associam essa deficiéncia a afec¢des clinicas, entre estas,
o diabetes mellitus (ARAUJO et al., 2007).

Alguns estudos buscam entender a maior susceptibilidade de individuos diabéticos a
infeccdes (HOVIND et al., 2005; KAUNISTO et al., 2009), porém as evidéncias clinicas que
sustentam essa associa¢do néo estédo esclarecidas.

Dessa forma, o presente estudo apresenta como proposito correlacionar o

polimorfismo G463A as micoses superficiais no diabetes mellitus.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Neste estudo realizamos revisdo de literatura de todo o contexto dos Polimorfismos

Génicos, Mieloperoxidase e Polimorfismo G463A, Diabetes.

2.1 POLIMORFISMOS GENICOS

Com a finalizagdo do Projeto Genoma Humano, em meados do ano 2000, foi
anunciado o sequenciamento completo do genoma humano. O tamanho estimado do genoma
humano é de 3.289 Mb. O menor cromossomo € o 21, com 45 Mb, e 0 maior é o0 1, com 279
Mb. O nimero estimado de genes codificadores de proteinas no genoma humano é estimado
em cerca de 20.000 a 30.000. Os genes codificadores de proteinas correspondem apenas 1,5%
do genoma humano. Os genes sdo formados por éxons, sequéncias pequenas que codificam
aminoacidos, e por introns, sequéncias grandes nao traduzidas. Entretanto, 0s genes
identificados em humanos sdo mais complexos, e ha& mais processamento
(splicing) alternativo, levando a maior nimero de produtos proteicos por gene (CARVALHO,
2011).

No genoma humano foi identificado mais de 1,4 milhdo de sitios de polimorfismo de
nucleotideos Unicos (single nucleotide polymorphisms, SNP). Painéis associando centenas de
milhares de SNP estdo disponiveis comercialmente e podem ser usados, por exemplo, em
estudos de associacdo. Na maioria desses estudos, compara-se a frequéncia dos alelos em
diferentes SNP entre casos e controles. Entretanto, variacGes de frequéncias alélicas entre
populacdes ou mesmo entre grupos dentro de uma mesma populacédo sao frequentes, podendo
levar a resultado falso negativos. Portanto, todos os resultados de estudos de associacéo
devem ser confirmados em mais de uma populagdo (CARVALHO, 2011).

Repeticdes de sequéncia simples (RSS) correspondem a 3% do genoma humano,
sendo cerca de 1 a cada 2 Kb. As mais comuns sdo repeticdes de dinucleotideos, como as
repeticdes de CA, AT e AG, que correspondem a 0,5% do genoma. Essa classe de repeticéo
tem grande interesse, pois frequentemente apresenta polimorfismos no nimero de repetigoes.
Algumas tém tanta variacdo que a maioria dos individuos da populacdo possui alelos
diferentes para uma mesma repeticdo, ou seja, 0 nimero de repeticdes de determinada RSS

difere entre 0 cromossomo materno e paterno (CARVALHO, 2011).
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Com o desenvolvimento das técnicas de Biologia Molecular criou-se a possibilidade
de comparar diretamente as sequiéncias de nucleotideos que existem no mesmo loco. Através
de estudos em populacdes, demonstrou-se que raramente existe uma unica forma alélica para
cada loco. Dentro de uma populacgdo, espera-se que varias formas alélicas estejam presentes,
ou seja, quando se faz a andlise da sequéncia de nucleotideos que caracteriza um determinado
gene ndo existe “O Alelo Normal” e muito menos “O Alelo Mutante” e sim, varias formas
alélicas que resultam na producdo de proteinas com funcionamento normal e varias formas
alélicas que codificam proteinas que terdo desempenhos alterados. Isso significa que, mesmo
nos casos em que os individuos da populacdo possam ser classificados em apenas dois
fenotipos (normal e anormal), existird uma variabilidade alélica muito maior do que apenas
dois alelos (SNUSTAD, 2008).

Quando na populagdo existirem formas alélicas com frequéncias superiores a 1% , o
loco passa a ser considerado polimoérfico. Nos casos em que a freqiéncia do alelo mais
comum € igual ou maior que 99%, ndo se considera a presenca das outras formas alélicas
como significativa e o loco ¢ denominado de monomorfico (presenca de apenas uma forma
alélica) (SNUSTAD, 2008).

As formas alélicas surgem através do processo de mutacdo. Esse termo foi criado
para designar toda e qualquer alteracdo do material genético que fosse transmitida para a
descendéncia. Essa definicdo inclui as mutacGes nas células germinativas e nas células
somaticas e, em relacdo ao tamanho, pode se referir tanto a grandes altera¢fes na informacao
genética (mutacdes genbmicas e cromossdmicas) quanto a alteracbes em um nimero menor
de pares de bases (mutacGes génicas) (SNUSTAD, 2008).

O novo alelo pode conferir uma melhoria no valor adaptativo do organismo, sendo
considerado beneéfico; pode ndo interferir no valor adaptativo do organismo, sendo
considerado neutro ou pode impedir ou reduzir a capacidade funcional do organismo, sendo
considerado deletério. Esta avaliacdo, no entanto, somente € possivel a partir da expressdo da
nova variante (SNUSTAD, 2008).

Em geral, quando alelos novos estdo associados a caracteristicas indesejaveis, sua
frequéncia tende a manter-se em niveis baixos na populagdo. Em se tratando de uma patologia
congénita, podemos supor que o potencial reprodutivo do organismo seja diminuido (ou até
mesmo perdido) e, com isso, a transmissdo do alelo as geracfes descendentes € restrita
(COSTA, 2004).
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Entretanto, caso o novo alelo ndo esteja diretamente relacionado a uma diminuicdo
no potencial reprodutivo do organismo, ele sera transmitido ao longo das geracfes e podera
constituir um polimorfismo genético (CARVALHO, 2011).

Atualmente, diversos polimorfismos genéticos vém sendo relacionados a um aumento
de risco de ocorréncia e/ou recorréncia de uma série de patologias multifatoriais, sendo
considerados como parte do componente genéetico que eleva a susceptibilidade de um
individuo, consistindo em um risco relativo aumentado. Basicamente o risco relativo é uma
relacdo matematica entre a frequéncia do polimorfismo na populagéo e entre os parentes dos
individuos acometidos (CARVALHO, 2011).

2.2 MIELOPEROXIDASE E POLIMORFISMO G463A

A MPO é uma hemoproteina localizada nos granulos azuroéfilos dos mondcitos e
leucdcitos polimorfonucleares tendo grande atuacdo nos processos inflamatorios. A sua
sintese ocorre durante a diferenciacdo mieldide na medula dssea e estd completa dentro dos
granuldcitos a sua entrada na circulagio. A MPO € uma proteina catibnica, tem peso
molecular de 144 kD, consiste em dois dimeros idénticos ligados por uma ponte de bissulfeto
sendo cada dimero composto de uma subunidade de cadeia leve e uma pesada, com grupos
heme funcionalmente idénticos (PIEDRAFITA, 1996).

Durante o processo de fagocitose a destruicdo de agentes estranhos nos neutréfilos é
acompanhada por processo dependente de formas ativas de oxigénio. Deste processo participa
a NADPH oxidase que reduz oxigénio a superoxido e que por sua vez é espontaneamente
convertido em H202. A quantidade de H202 produzida por este sistema é insuficiente para
induzir a efetiva morte das bactérias. A mieloperoxidase na presenca de haletos, tais como
CL, converte H202 para HOCI, que é um potente agente microbicida (KLEBANOFF, 2002).
Este € o sistema mais eficiente que age na morte de bactérias em neutréfilos (KLEBANOFF,
2002).

Sabe-se, por exemplo, que HOCI além de um potente agente microbicida, tambéem esta
envolvido na sinalizacdo da apoptose da vario tipos celulares, incluindo células do sistema
imune. Além disto, produtos gerados a partir de HOCI ( por exemplo, cloraminas ( R-NHCI) e

102) séo capazes de ativarem a producdo de citocinas, assim como ativacdo de quinases e
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outras enzimas (PIEDRAFITA et al., 1992). Diante desses fatos se espera que MPO tenha um
efeito sinalizador que vai além de seus efeitos microbicidas ou regulatorios (PIEDRAFITA et
al., 1992).

A atividade catalitica da MPO resulta na geragdo de varios oxidantes reativos. Embora
estas espécies oxidativas tenham um papel importante na morte de microrganismos
patogenos, elas também provocam danos tissulares no hospedeiro, através da modificacéo
oxidativa de proteinas, lipidios e acidos nucléicos, ocasionando uma grande variedade de
doencas inflamatdrias crénicas (KLEBANOFF, 2002).

Kumar e colaboradores (2004) demonstraram em humanos que a localizagéo
intracelular de MPO depende da presenca de alguns fatores. Por exemplo, quando macrofagos
sdo estimulados com GM-CSF a enzima estd dispersa no citosol e regido perinuclear,
enquanto quando sdo estimulados por M-CSF, a distribuicdo é periférica (KUMAR et al
2004). Assim, é possivel que o papel da MPO esteja relacionado com a sua localizagdo na
célula. A localizacdo da MPO em granulos proximos ao fagolisossoma e a formacdo de
oxigénio singlete no fagolisossoma poderia compor a atividade microbicida da célula,
enquanto que a localizacéo perinuclear de MPO e, portanto, de 102, poderia ser responsavel
pela producgdo de moléculas envolvidas na sinalizagdo (PIEDRAFITA, 1996).

Piedrafita et al (1996) demonstraram que exite um polimorfismo funcional localizado
em uma regido promotora (posicao -463) do gene que expressa a MPO. O qual na presenca do
alelo A ao invés do alelo G, diminuiria a expressdo da MPO pelas células. O gendtipo GG
predomina na populacdo norte-americana (60-66%) e pode estar associado a um aumento de
duas a trés vezes os niveis de MPO em relacdo aos genétipos A/G e A/A (PIEDRAFITA,
1996).

Varios estudos encontraram associacdo do polimorfismo G463A com um risco
aumentado de doencas coronarianas, ligada sempre ao genétipo G/G. Por outro lado, o
gendtipo A/A com frequéncia aparece associado a um menor risco destas doencas.
Compreendendo gque o gendtipo G/G esta correlacionado com uma maior expressdo do gene
MPO e maiores niveis de MPO plasmatica, a consequéncia deste fato é a existéncia de uma
resposta inflamatoria mais intensa, com grande producdo de espécies oxidativas danosas a
parede vascular das artérias. Desta forma, € aceitavel entender que a presenca do alelo A no

polimorfismo G463A da MPO, expressa menos esta enzima, gerando menos espécies
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oxidativas, consequentemente encerrando um menor poder microbicida (REYNOLDS et al,
2002).

Na avaliacao do SNP G-463A na regiao promotora do gene MPO em pacientes
portadores de anemia falciforme, Costa sugeriu fortemente que em pacienes heterozigotos
G/A, existe provavelmente uma maior incidéncia de eventos infecciosos, bem como uma
maior associacdo ao alelo A. O gendétipo AA ou AG aparentemente elevou o risco de eventos
infecciosos, enquanto o genotipo GG pareceu estar associado a ausencia de infeccdes. O fato
da distribuicdo dos gendtipos entre os pacientes falcémicos e o grupo controle serem
semelhantes indicou que a predisposicao a infeccdes foi realmente devida a presenca do alelo
A (COSTA, 2004).

O polimorfismo -463A diminui a expressao da MPO que por sua vez leva a reducéo
da capacidade bactericida in vitro dos leucécitos. Apesar dos dados in vitro indicarem que a
deficiéncia da MPO em neutréfilos parece ndo ser vital na funcéo antimicrobicida, é possivel
que, in vivo, a atividade da MPO possa modular a resposta inflamatéria diminuindo o dano
celular provocado pelas bactérias. O sistema MPO-H202-haleto € um potente sistema
microbicida e sua falta ou diminuicdo de sua atividade em pacientes que j& possuem uma
debilidade na resposta imune pode ainda mais predisp6-los a eventos infecciosos mais graves
(COSTA, 2004).

2.3 DIABETES MELLITUS

O diabetes mellitus é uma doenca enddcrina caracterizada por desordens metabolicas,
as quais apresenta elevada glicemia de jejum (hiperglicemia) e pds-prandial, devido a menor
sensibilidade insulinica em tecidos alvo e/ou reduzida secre¢do de insulina (ARSA et al,
2009).

Em 2010, estimava-se em 285 milhdes o nimero de pessoas acometidas pela doenca
em todo mundo (ROCHA, 2011), afetando cerca de 16 milhdes de pessoas nos Estados
Unidos e, no Brasil, o0 nimero estimado foi de aproximadamente 10,3 milhdes (ABBAS,
2005).

A prevaléncia mundial da doenca tem apresentado um crescimento com proporgoes

epidémicas. Esse aumento deve-se a maior longevidade da populagdo, associada a0 consumo
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aumentado de gorduras saturadas e sedentarismo com consequente obesidade (FORTI et al.,
2006).

Estima-se que até 2030, o numero de pessoas diabéticas acima dos 64 anos de idade
seja superior a 82 milhdes de pessoas nos paises em desenvolvimento e superior a 48 milhGes
nos paises desenvolvidos (WILD et al., 2004).

O Brasil, que no ano 2000 ocupava 0 oitavo lugar entre os dez paises com maior
numero de diabéticos, apresentando 4,6 milhGes de pessoas (WILD et al, 2004), ocupou em
2010 a quinta posicédo, totalizando 7,6 milhdes de pessoas diagnosticadas (SHAW et al,
2010).

A ocorréncia do diabetes mellitus é um fenémeno universal e afeta populacdes de
paises em todos os estagios de desenvolvimento. Dessa forma, observa-se o aumento da
frequéncia dessa doenca nas estatisticas de mortalidade, tanto como causa bésica ou
contributdria, especialmente associada a doencgas renais, cardiovasculares e cerebrais (CESSE
et al, 2009).

Segundo Deshpande, Harris-Hayes e Schootman (2008), o diabetes no ano de 2002 foi
a sexta maior causa de morte, com 73.249 listagens de ébitos tendo a diabetes como causa
base da morte e um adicional de 224.092 atestados com essa doenca associada a morte. Em
2004, um numero estimado de 3,4 milhGes de pessoas foi a Obito por conseqiiéncias de
elevada taxa glicémica, e estima-se que esse numero duplique entre os anos 2005-2030
(ZHANG, 2010).

De acordo com Zhang e colaboradores (2010), os diabéticos representam o maior
namero de consultas ambulatoriais, maior uso de medicamentos, bem como uma maior
probabilidade de hospitalizacdo quando comparados a nao diabéticos (ZHANG, 2010).

Esses fatores tornam o DM responsavel por gastos expressivos em salde, além de
substancial redugdo da capacidade de trabalho e da expectativa de vida (GOES et al, 2007).

Segundo Barcelo e colaboradores (2003), medicamentos, hospitalizacdes e consultas
representam, respectivamente, 43%, 10% e 24% dos custos diretos com diabetes mellitus na
América Latina (BARCELOS et al, 2003).

O diabetes é uma doenca crénica que exige a manutencdo do atendimento médico para
reducdo do risco de complicacdes em longo prazo. O plano de gestdo deve ser formulado
como uma alianca de colaboracdo terapéutica entre o paciente, a familia e o médico, bem

como outros profissionais de saude (ADA, 2011).
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De acordo com a American Diabetes Association (2011) o diagnéstico de DM baseia-
se nos seguintes critérios:
Tabela 1. Critérios de diagnostico do diabetes mellitus segundo a Associagio Americana de Diabetes (2011)

* Glicemia de jejum™* = 126mg/dL
0 jejum & definido como auséncia de ingestio calorica por, pelo menos, 8h.

* Glicose plasmatica®™ = 200mg/dL, 2h apds ingestdo de glicose durante o TOTG
0O teste deve ser realizado como descrito pela OMS por ingestio de 75g de glicose anidra dissolvida em agua.

* HbAlc = 6,5%

* Hiperglicemia ocasional = 200mg/dL em pacientes com sintomas classicos de hiperglicemia ou crise
hiperglicémica.

*Na ausénica de hiperglicemia inequivoca, o resultado deve ser confirmado pela repeticio do teste.

Fonte: ADA, 2011

Segundo a Associacdo Americana de Diabetes - ADA (PAPELBAUM et al, 2011), os
pacientes diabéticos devem manter baixos niveis de hemoglobina glicada, pressao arterial e
lipoproteina de baixa densidade (LDL), sendo que o nivel glicémico maximo considerado
normal da glicemia de jejum € de 99mg (PAPELBAUM et al, 2011).

Em torno de 10% dos pacientes apresentam os trés critérios acima citados ee e como
conseqiiéncia, o controle da doenca torna-se inadequado, levando a um aumento na
morbidade e mortalidade (PAPELBAUM et al, 2011).

2.3.1 CLASSIFICACAO DO DIABETES

Segundo a ADA (2011), a classificacdo do diabetes inclui quatro classes clinicas: DM
tipol, DM tipo 2, DMG e outros tipos especificos de diabetes devido a diversas causas como,
as doencas do pancreas exdcrino como fibrose cistica; uso de drogas apds transplante de
orgdos, etc (ADA, 2011).

Pode-se ainda citar o diabetes neonatal, quando é constatada hiperglicemia nos
primeiros trés meses de vida. E uma condicdo rara, que pode estar associada ao retardo do
crescimento intrauterino. Pacientes com diabetes neonatal transitorio pode mais tarde

apresentar diabetes permanente (CRAIG et al, 2009).
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Pacientes com DM tipo 1 apresentam insulinopenia absoluta pronunciada com perda
da fungdo secretoria das células B das ilhotas pancreaticas, enquanto que pacientes com DM
tipo 2 apresentam secrecdo de insulina normal ou elevada, porém insuficiente para suprir a
demanda exacerbada pela resisténcia insulinica (RODACKI et al, 2008).

O DM tipo 1 é responsével por cerca de 5% a 10% de todos os casos de DM
(DESHPANDE et al, 2008) sendo subdividido em Tipo 1A, tipo 1B e diabetes auto-imune
latente em adultos (LADA) (FORTI et al, 2006).

Pacientes com inicio abrupto dos sinais e sintomas, e descompensacdo metabdlica
pronunciada necessitando de insulinoterapia desde o inicio do tratamento geralmente s&o
incluidos na categoria DM tipo 1 classico (RODACKI et al, 2008). Uma caracteristica
marcante nesses individuos € a tendéncia a cetose; podendo ser a cetoacidose diabética a
manifestacdo inicial da doenca em até 30% dos casos (FORT] et al, 2006).

Apesar dos pacientes DM tipo 1 ser em sua maioria criangas, adolescentes ou adultos
jovens, o diagndstico pode ser estabelecido em qualquer faixa etaria (RODACKI et al, 2008).
Esse tipo de diabetes é caracterizado pela destruigdo de células B pancreaticas, tornando-se
clinicamente sintomatica quando aproximadamente 90% das células p do péncreas sé@o
destruidas (CRAIG et al, 2009).

No DM tipo 1A, a destrui¢do das células B ¢ de etiologia autoimune, representando
90% dos casos, enquanto que o DM tipo 1B ndo apresenta causa conhecida (idiopatico),
sendo este Gltimo descrito inicialmente em asiaticos e africanos. Entretanto, essa forma vem
sendo melhor estudada, descrita em outras populagdes como uma nova nomenclatura “DM
com tendéncia a cetoacidose” (MARASCHIN et al, 2010).

Na grande maioria dos casos, a agressao inicial as células  ocorre devido a agdo dos
anticorpos produzidos contra antigenos virais, que lesiona as cé€lulas B, devido a um
mimetismo molecular entre os antigenos virais e 0s antigenos dessas células (FORTI et al,
2006).

No DM tipo LADA, ocorre destruicao das células f do pancreas, porém de forma mais
lenta quando comparado ao DM tipo 1A. Acomete, geralmente, adultos jovens, entre os 30 e
50 anos de idade; e representa cerca de 10% dos casos de DM tipo 1 (FORTI et al, 2006).

As caracteristicas dos pacientes com DM tipo LADA sédo peculiares. Estes ndo sdo
obesos e o diagnéstico acontece em idade compativel com o diagnéstico de DM tipo 2

(MARASCHIN et al, 2010). Pacientes com esse tipo de diabetes apresentam hiperglicemia



23

acentuada sintomatica nos primeiros 6 a 12 meses, porém ndo havendo requerimento de
insulina nesse periodo, 0 que o assemelha ao DM tipo 2, entretanto apresentam autoanticorpos
contra as células B e progressdo mais rapida a insulino-dependéncia (CALSOLARI et al,
2008).

O DM tipo 2 é responsavel por mais de 90% dos casos, ndo apresentando componente
auto-imune (MARASCHIN et al, 2010). Esse tipo possui um componente genético
influenciado pelo meio ambiente (dieta e atividade fisica) e cuja interacdo contribui para a
manifestacdo clinica da doenca (ZHANG, 2010).

Em geral ocorre em individuos acima dos 30 anos com histérico familiar da doenca. O
tratamento € geralmente realizado com dieta e agentes hipoglicemiantes orais, sem
necessidade do uso de insulina. Quando o uso da insulina se faz necessario, ocorre em média
apos cinco anos de diagnostico, diferenciando esse tipo do DM tipo 1, no qual ha dependéncia
da insulina (MARASCHIN et al, 2010).

Embora todas as formas de diabetes melitos apresentem em comum a hiperglicemia,
0S processos patogénicos envolvidos no desenvolvimento da mesma, variam muito. A grande
maioria dos casos de diabetes se enquadra em duas categorias principais, como foi definido
anteriormente (ABBAS, 2005):

O diabetes tipo 1 representa cerca de 10% de todos 0s casos e é caracterizado por uma
deficiéncia absoluta de insulina, causada pela destruicdo das células betas pancreaticas
(ROCHA, 2011).

O diabetes tipo 2 compreende entre 80 a 90% dos pacientes, e é causado por uma
combinacdo de resisténcia periférica a insulina e uma resposta secretora inadequada das
células betas (ROCHA, 2011)..

Embora o DM tipo 1 e 0 DM tipo 2 respondam pela maioria dos casos, reconhecem-se
inimeras outras causas de DM, que do ponto de vista etiol6gico, comprova a heterogeneidade
da doenca (ROCHA, 2011).

As formas monogénicas de diabetes resultam de defeitos genéticos na funcdo das
células betas ou na acdo da insulina, enquanto que o diabetes melitos gestacional é
caracterizado por diminuicdo da tolerancia aos carboidratos, acompanhada de hiperglicemia,
com inicio, ou diagnosticado durante a gestacdo. E atribuido a elevacdo dos niveis de
horménios contrareguladores da insulina, ao estresse fisioldgico imposto pela gravidez e a
fatores genéticos ou ambientais (ROCHA, 2011).
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O diabetes mellitus gestacional é definido como qualquer grau de intolerancia a
glicose com inicio ou primeiramente identificada na gestacdo (FORTI et al, 2006).

As modificacdes hormonais ocorridas durante a gravidez ocasionam condi¢fes
favoraveis a diminuicdo da tolerancia a glicose. Os horménios produzidos pela placenta como
0 estrogénio, a progesterona e a gonadotrofina coriénica possuem a capacidade de blogquear o
efeito da insulina; efeito este instalado entre a 20? e 242 semana de gestacdo. Com o avanco da
gestacdo a producdo hormonal da placenta tende a ampliar, podendo assim iniciar a
resisténcia a insulina. Em muitas mulheres o pancreas é capaz de produzir uma quantidade
adicional de insulina, compensando o efeito resistente. Porém, quando o péancreas atinge o
méaximo de sua producdo de insulina e a quantidade produzida ainda é insuficiente para
reverter os efeitos dos horménios placentarios, tem-se como resultado o diabetes gestacional
(SCHMITT et al, 2009).

2.3.2 PATOGENESE DO DIABETES

v' Patogénese do Diabetes Melito tipo 1

Existem evidéncias suficientes para se afirmar a participacdo de fatores genéticos no
surgimento do DM 1, embora 0s mecanismos sejam em parte desconhecidos. Entre os
possiveis l6cus de suscetibilidade envolvidos na doenca, o HLA, localizado no cromossomo
6p21, é o mais conhecido e importante. J& entre os fatores ambientais possivelmente
envolvidos, destacam-se as infec¢bes virais, que podem funcionar como gatilho para a
destruicdo das células betas (ROCHA, 2011).

Embora os aspectos clinicos do DM tipo 1 surjam frequentemente de forma abrupta, o
processo autoimune inicia-se muitos anos antes, com queda progressiva das reservas de
insulina ao longo do tempo. Hiperglicemia e cetose ocorrem tardiamente, depois que mais de
90% das células betas sdo destruidas (ROCHA, 2011).



25

v' Patogénese do Diabetes Melito tipo 2

Os dois defeitos metabdlicos que caracterizam o diabetes tipo 2 s&o: um € a reducédo na
habilidade dos tecidos periféricos de responderem a insulina (resisténcia a insulina) e o outro
é uma disfuncdo das células betas, que se manifesta pela secrecdo inadequada de insulina
diante da resisténcia a mesma e a hiperglicemia. Na maioria dos casos, a resisténcia a insulina
é o0 evento primério, sendo seguido de graus varidveis de disfuncdo das células betas
(ABBAS, 2005).

A resisténcia a insulina resulta de diversos defeitos em sua via de sinalizagdo, com
destaque para o papel da obesidade, em particular da obesidade visceral (aumento da gordura
mesentérica e omental), que resulta em acimulo no figado e nos masculos estriados; do
excesso de &cidos graxos livres (&cidos graxos nao esterificados) circulantes, havendo
correlacdo inversa entre a concentracao plasmatica de acidos graxos livres no estado de jejum
e a sensibilidade a insulina; diminuicdo dos niveis de adiponectina, adipocina anti-
hiperglicémica que melhora a sensibilidade a insulina na medida em que potencializa a
atividade da enzima AMPK (AMP- activated protein kinase); secrecdo de citocinas pro-
inflamatdrias pelo tecido adiposo visceral, hoje reconhecido como um Orgdo autocrino-
parécrino-endécrino funcional de alta complexidade, capaz de secretar mais de uma centena
de peptideos bioativos em resposta a altera¢fes do estado metabodlico, e ndo como mero tecido
de sustentacdo ou depdsito inerte de gordura (ROCHA, 2011).

A disfuncdo das células betas associadas a resposta a insulina resulta de esgotamento
de sua capacidade adaptativa. Elas sdo obrigadas a manter os niveis glicémicos dentro da
normalidade e promovem por tempo prolongado, secrecdo excessiva de insulina. No DM tipo
2 existe também diminuicao da secre¢do de GLP-1 (VELLOSO, 1995).

Por fim, é importante reconhecer que 15 a 20% dos pacientes supostamente
portadores de DM tipo 2 sdo na verdade acometidos por uma forma peculiar de DM
autoimune de evolugdo mais arrastada, referida na literatura de lingua inglesa como LADA
(latent autoimune diabetes of adulthood) (ROCHA, 2011).

A distincdo entre LADA e DM tipo 2 baseia-se na detec¢do, nos pacientes com
LADA, de anticorpos circulantes de &cido glutdmico, bem como de niveis sanguineos mais
baixos de peptideo C (ROCHA, 2011).
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v' Patogénese das formas monogeénicas de diabetes melito

Diabetes juvenil de inicio tardio (MODY — maturity-onset diabetes of the young) é um
tipo raro da doenca, que apresenta defeitos genéticos na fungéo das células betas, por auséncia
de perda celular, heranca autossémica dominante com alta penetrancia, aparecimento precoce
(em geral antes dos 25 anos e, eventualmente, no periodo neonatal) e auséncia de
autoanticorpos dirigidos contra células betas (VELHO, 2002).

Diabetes mitocondrial é causado por um defeito primario na funcao da célula beta que
provoca reducdo na sintese de ATP mitocondrial, consequentemente na diminuicdo da
secrecdo de insulina (ABBAS, 2005).

Diabetes associado a mutagdes no gene da insulina ou no receptor de insulina é uma
alteracdo leve na maioria dos casos, ja que esses pacientes sdo heterozigotos para a mutacéo.
Nem as mutacGes no gene da insulina nem as do receptor contribuem significativamente para
a incidéncia do diabetes tipo 2 (ABBAS, 2005).

2.3.3 COMPLICACOES DO DIABETES

As principais complicacbes do DM de longa duracdo sdo decorrentes do
comprometimento macrovascular e microvascular. A origem destas complicagdes é complexa,
no entanto, pelo menos quanto a doenca microvascular a hiperglicemia persistente constitui,
por si mesma, uma espécie de mediador-chave, a ponto de justificar a manutencdo dos niveis
sanguineos de HbAlc abaixo do nivel critico de 7% (BOULTON, 2005).

Quatro mecanismos estdo relacionados na explicacdo dos efeitos deletérios da
hiperglicemia sobre os vasos sanguineos: O aumento da atividade da via dos polidis, a
glicacdo ndo enzimatica das proteinas com a producdo dos produtos finais da glicacdo
avancada (AGES), o estresse oxidativo, com o aumento dos radicais livres e as alteracfes da
proteina kinase C e aumento da atividade da via metabdlica das hexosaminas, com geracéo de
uridina difosfato-N-acetilglicosamina e a resultante alteracdo na expressao de mediadores
com TGF-Beta e PAI-1 (BOULTON, 2005).

Uma teoria unificadora recentemente foi proposta para integrar esses mecanismos,
colocando como fator comum a superproducdo de espécies reativas de oxigénio (em especial

0 anion superoxido) pela cadeia de transporte de elétrons das mitocondrias. Nesta teoria, as



27

espécies reativas de oxigénio lesam o DNA nuclear, com ativacdo da poli (ADP-ribose)
polimerase (PARP), enzima envolvida no processo de reparo do acido nucleico danificado. A
PARP inibe a atividade da enzima glicolitica GAPDH (gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase),
com aumento dos niveis de produtos intermediarios que, por sua vez, ativam as quatro vias
citadas acima (ABBAS, 2005).

Quando a concentracdo de glicose excede o limiar de reabsorcdo renal no diabetes
melito tipo I, a hiperglicemia acompanha-se de glicosuria, diurese osmética e polidria, com
perda de agua e eletrolitos (ABBAS, 2005).

A deplecéo de agua intracelular e a hiperosmolaridade decorrente dos altos niveis de
glicose sanguinea estimulam os osmorreceptores dos centros cerebrais da sede, levando a
polidipsia (ROCHA, 2011).

Por seu efeito sobre o cristalino, a hiperosmolaridade provoca borramento visual,
reversivel com a correcdo da hiperglicemia. O estado catabolico promove balango energético
negativo e, apesar do aumento do apetite (polifagia), observam-se perda muscular e
diminuicdo do peso corporal (ROCHA, 2011).

Em consequéncia da hiperglicemia acentuada, ocorrem diurese osmética e
desidratacdo. Por outro lado, ativacdo da lipase lipoprotéica promove quebra das reservas
adiposas e aumento dos niveis de acidos graxos livres circulantes que, atingindo o figado, sao
esterificados em acil-coenzima A (ROCHA, 2011).

Nas mitocondrias, a oxidacdo da acil-coenzima A produz os chamados corpos
cetbnicos em ritmo que excede a capacidade dos tecidos utiliza-los como fonte de energia.
Como resultado, desenvolvem-se cetonemia e cetondria. Como a desidratacdo dificulta a
excrecdo urinaria dos corpos cetbnicos, instala-se a acidose metabolica (ROCHA, 2011).

A liberacdo de aminodacidos cetogénicos pelo aumento do catabolismo protéico agrava
o desarranjo metabdlico. Além disso, a acidose metabolica pode acentuar-se pela ma perfuséo
tecidual decorrente do colapso circulatério. A frequéncia respiratéria aumenta, e as incursdes
respiratorias tornam-se mais profundas, configurando a chamada respiracdo de Kussmaul, ao
passo que o halito adquire o odor caracteristico de acetona; com a progressiva deterioracdo do
quadro clinico, sobrevéem o estado de torpor, seguido de coma (VELLOSO, 1995).

Tanto no DM tipo | quanto no DM tipo I, as complicacBes crénicas sdo mais

devastadoras. Entre as complicacBes cronicas estdo a aceleracdo da aterosclerose e as
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complicacbes decorrentes da microangiopatia (nefropatia, neuropatia e retinopatia)
(BOULTON, 2005).

A microalbumindria € a primeira manifestacao da nefropatia, que se ndo tratada podera
evoluir em 80% dos diabéticos tipo | e em 20 a 40% dos diabéticos tipo 2 para
macroalbuminuria e insuficiéncia renal podendo levar o paciente ao tratamento de dialise e ou
transplante renal (BOULTON, 2005).

A neuropatia manifesta-se mais frequentemente como polineuropatia simétrica distal
sensitivo-motora dos membros inferiores, com nitido predominio de distdrbio da sensibilidade
(padrdo em meia) (BOULTON, 2005).

A neuropatia autondmica, muito comum e quase sempre associada a polineuropatia
simétrica distal, caracteriza-se por manifestacdes variadas como hipotensdo ortostatica,
gastroparesia, episodios de diarreia noturna intercalados com constipacéo intestinal, disfuncéo
erétil e esvaziamento incompleto da bexiga com predisposicdo a infecgdo urinaria
(BOULTON, 2005).

Os diabéticos sdo mais susceptiveis as infeccBes cutaneas, processos pneumonicos,
pielonefrite e tuberculose. Nos diabéticos mal controlados, em especial se forem acometidos
por neuropatia, e ou insuficiéncia vascular periférica, um processo infeccioso aparentemente
banal de um artelho, pode deflagrar uma cascata de complica¢bes potencialmente capazes de
leva-los ao dbito ou, pelo menos, de exigir a amputacdo do membro atingido (ABBAS, 2005).

A maior susceptibilidade a infec¢fes deve-se a diminuicdo da funcdo dos neutrofilos
(interferéncia na quimiotaxia, aderéncia ao endotélio, fagocitose e atividade microbicida, bem

como a menor produc¢do de citocinas pelos macrofagos) (ROCHA, 2011).

2.3.4 DIABETES MELLITUS E INFECCAO

Diversos achados laboratoriais auxiliam na compreensdo da associacdo entre DM e
infeccdo. O paciente diabético apresenta depressdo da atividade dos polimorfonucleares
neutrofilos, diretamente relacionada aos niveis de hiperglicemia, demonstrando menor
capacidade de fagocitose. Expressam também alteracdo na aderéncia, quimiotaxia e
opsonizacdo leucocitéria - o sistema imune celular apresenta uma resposta ineficiente. E, por

fim, alteracdo dos sistemas antioxidantes e menor producdo de interleucinas (IL-2),
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indispensaveis no processo inflamatorio para uma resposta imunolégica eficaz. Por outro
lado, a funcdo humoral parece estar preservada (ROCHA et al, 2002).

Pacientes com diabetes parecem ter um risco aumentado para bacteriuria assintomatica
e infeccdo do trato urinério, bem como infeccdo da pele e mucosas, incluindo infeccbes por
Candida (MULLER et al, 2005).

Pavlovi¢ e colaboradores (2007) afirmam que diabéticos, freqiientemente, apresentam
algum tipo de leséo na pele que, geralmente, aparece logo ap6s o desenvolvimento da doenca,
porém também podendo ocorrer como o primeiro sinal (PAVLOVIC, 2007).

Entre as lesGes na pele, pode-se citar a lesdo mais conhecida como pé diabético, que
resulta da presenca de neuropatia e/ou vasculopatia, sendo considerada uma complicacéo que
piora a qualidade de vida do paciente, representando um importante fator de predisposicédo a
presenca de infeccdes (RODRIGUES et al, 2010).

Segundo o Consenso Internacional sobre Pé Diabético (2001), o pé diabético, de
etiologia multifatorial, é caracterizado como uma das mais sérias e dispendiosas complicacdes
do DM, sendo responsavel por 40% a 70% das amputacfes das extremidades inferiores. Os
portadores dessa condicéo clinica apresentam o risco 15 vezes maior de amputacdo (BONA et
al., 2010), porém com a higiene adequada do pé, o uso de meias e sapatos confortaveis,
cuidados com as unhas, bem como evitar os pés descalcos sdo medidas simples que podem
impedir o surgimento de lesdes (RODRIGUES et al, 2010).

De maneira geral, os pacientes com DM sdo reconhecidos como mais vulneraveis a
uma série de complicagdes de natureza metabdlica e/ou de origem infecciosa, como processos
bacterianos, fungicos e virais (MINELLI et al, 2003).

Diversas infecc6es superficiais causadas por fungos acometem mais freqlientemente a
populacdo com DM (RODRIGUES et al, 2010). Entre as infec¢des flingicas superficiais,
destacam-se as freqlentes infeccbes ungueais (onicomicoses), que levam a relevantes
alteracdes das unhas, podendo favorecer o aparecimento de infeccdes secundarias, como
paroniquias (infeccdo da pele ao redor da unha) (MINELLI et al, 2003). Destaca-se, ainda, 0
intertrigo que se refere a qualquer lesdo cutanea ocorrida em superficies opostas em contato,
como por exemplo, a regido inguinal, axilas, regido inframamaria e dobras abdominais
(RODRIGUES et al, 2010).

InfecgOes ungueais raramente causam sintomas ou desconforto (RODRIGUES et al.,

2010), e o longo periodo de tratamento com drogas antifingicas, exige o cumprimento
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rigoroso do paciente. Portanto, tém sido sugerindo que muitos pacientes com onicomicose
sejam negligenciados e permanegam sem tratamento. Porém, a subestimacdo de onicomicose
em pacientes diabéticos pode conduzir a uma inflamacdo grave na derme e camada
subcutdnea da pele, bem como pode agir como um fator predisponente a Ulceras nos pés
(TAKEHARA et al, 2011).

O paciente com DM freqlientemente € acometido por infeccdes cutaneas e sistémicas.
Muitas de suas doencas necessitam de diagnéstico e tratamento precoces para que sejam

evitadas complicagdes ocasionalmente graves ou mesmo fatais (MINELLI et al, 2003).

2.4 INTERACAO FUNGO X HOSPEDEIRO

A imunidade inata tem importante papel na defesa contra infecgdes fungicas e consiste
de componentes, tais como proteinas antimicrobiana, complemento, células fagociticas com
neutréfilos e macréfagos, células dendriticas, receptores Toll-like (TLR) e linfocitos de
resposta inata. Na imunidade adquirida, tem importancia a imunidade celular e anticorpos
especificos (SANTOS, 2010).

Células fagociticas - Fagodcitos sdo células envolvidas ativamente nos processos
defensivos do organismo, sendo altamente especializados em fagocitose, digestdo intracelular
e capacidade de matar microrganismos e células. Sdo divididos em dois grupos: (1) fagdcitos
polimornucleares, representados por neutrofilos e eosinéfilos. Ambos originam-se na medula
Ossea a partir de mieolblastos e sdo encontrados circulando no sangue, aderidos a parede
vascular ou migrados nos tecidos; (2) fagdcitos monucleares ou macréfagos, originados de
mondcitos circulantes, que por sua vez derivam de monoblastos da medula 6ssea. Quando
migram para o0s tecidos, 0s mondcitos passam a constituir os macrofagos, fixos ou livres, que
recebem nomes diferentes conforme sua localizacdo. Ha também as células dendriticas, cujos
precursores originam-se na medula 6ssea e migram para os tecidos nas primeiras fases da
inflamacéo, onde passam a exercer papel de endocitose, processamento e apresentacdo de
antigenos (PEREIRA, 2011; ABBAS, 2005).

Neutréfilos - os polimorfonucleares neutréfilos (PMN) maduros medem 10 a 20 pum

de didmetro e tém nlcleo segmentado, com trés a cinco Iébulos; no citoplasma, contém
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granulos ( cerca de 600 por célula) de dois tipos: (a) granulos azurdéfilos ( 10 a 20 % do total),
peroxidase positivos, com ou sem defensinas; (b) granulos especificos, peroxidase negativos,
com um grupo rico em gelatinase e outro rico em lactoferrina. Além de granulos, os
neutréfilos possuem vesiculas secretoras com Varias integrinas, receptores diversos (para
peptideos formilados, ativador do plasminogénio, C1), os quais sdo expostos na sua superficie
no momento da desgranulacdo. Os neutrofilos sdo muito importantes na fagocitose e na
eliminacdo de microrganismos, sobretudo bactérias, desempenhando papel fundamental no
primeiro combate de neutrdfilos circulantes abaixo de 1.000 células/mm3 tém quadros muito
graves de septicemia, que se desenvolve em poucas horas (ABBAS, 2005).

A primeira fase da granulocitopoese e é estimulada por IL-1 e TNF-a, e dura 5 dias. A
fase de maturacdo leva cerca de 10 dias. Na circulacdo, os PMN permanecem por cerca de 8
horas, ap6s os que migram para os tecidos. Metade dos PMN na circulacéo fica aderida a
parede vascular. Adrenalina, exercicio fisico e corticoster6ides aumentam o nimero de PMN
circulantes por remové-los da parede vascular. Ao contrario, lipopolissacariseos aumentam a
adesividade dos PMN a parede dos vasos, por estimularem a expressdo de moléculas de
adesdo ao endotélio (PEREIRA, 2011).

Os neutrdfilos s&o ricos em receptores para quimiocinas CXCL 1 a 8 (grupo ERR) e
para outros quimiotaticos gerados a partir do complemento, fibrindlise e &cidos graxos, razéo
pela qual representam as células mais numerosas na fase inicial de inflamacdes (PEREIRA,
2011).

Macrdéfagos - As caracteristicas e propriedades dos macrofagos variam ndo sé de
acordo com sua localizacdo como também com seu estado funcional. Quando estimulados os
mondcitos deixam a circulacdo guiados por um fator quimiotatico (quimiocinas CCL 2, 3, 4,7
e 8) e acumulam-se no local do estimulo. Saido da circulacdo 0os mondcitos passam a ser
denominados de macrdfagos e apresentam modificacbes fenotipicas e funcionais, induzidas
por mediadores para 0S quais possuem receptores: S80 maiores, tém granulos e maior
capacidade de aderir ao vidro, de espraiar-se e de fagocitar, pinocitar, de digerir, de liberar
oxido nitrico e radicais derivados de O2 e de secretar enzimas, especialmente
metaloproteases, passando a ser chamados macréfagos solicitados ou exsudados (PEREIRA,
2011).

Nas fases iniciais do processo inflamatdrio e em inflamacGes cronicas, os macrdéfagos

sdo ativados via TLR (toll-like receptor) e receptores de citocinas pro-inflamatérias. A
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ativacdo é dirigida para aumentar seu poder defensivo, expresso pela capacidade de fagocitar
e de matar microrganismos e células cancerosas e de produzir e excretar citocinas pro-
inflamatdrias. Estes macrofagos ativados sdo do tipo M1. Na resolucédo e nos processos de
remocdo e reparo dos tecidos lesados sdo chamados de macrofagos do tipo M2. Muitas
evidéncias mostram que ativacdo dos macrdfagos é absolutamente inespecifica; experimentos
com populacGes puras dessas células mostram que macrofagos ativados por T. Gondii tém
capacidade aumentada de matar outros microrganismos intracelulares, como L.
monocytogenes M. Tuberculosis (ABBAS, 2005).

Células dendriticas localizadas estrategicamente préximo a entrada dos patégenos, as
células dendriticas tém capacidade tanto de capturar antigenos como de alcancar 0s 6rgaos
linféides secundérios e ativar as células T helper e citotdxico. Sofrem maturacdo sob
influéncia de patogenos, evoluindo com maior expressdo de moléculas coestimulatérias,
producdo de citocinas como IL2 e expressdo alterada de receptores de quimiocina.
Influenciam a producdo de citocinas por células T, e, portanto, a resposta final aos
microrganismos, comportando-se como elo de ligagdomentre a imunidade inata e a adquirida.
E, pois, fundamental o conhecimento de suas funcbes para explorar seu emprego com
finalidades terapéuticas ou profilaticas (ABBAS, 2005; YASUDA, 2010).

Uma importante caracteristica das células dendriticas é a sua capaciadade de
discriminar leveduras de hifas de Candida albicans, gerando respostas imunes distintas.
Entretanto as hifas ndo permanecem no interior do fagossoma e foram encontradas livres no
citoplasma. Nos ensaios in vivo, a imunidade protetora contra fungos foi suscitada pela
injecdo de células dendriticas pulsadas com leveduras de C. Albicans, mas ndo com hifas. Em
associacao a capacidade de discriminar entre ambas as formas fungicas, estas células podem
também atuar como reguladores centrais da reatividade de linfocitos T no saprofitismo e nas
infeccdes causadas por C. Albicans. Estudos semelhantes foram realizado para a resposta aos
conidios e hifas de A. Fumigatus , obtendo respostas diferentes pelas células dendriticas,
sugerindo que os fungos de um modo geral utilizam vias comuns de entrada nas células
dendriticas, fornecendo navas direcbes no estudo do papel chave dessas células na
regulagdomda resposta imune antifangica (YASUDA, 2010).

As doencas micoticas, principalmente as cronicas e sistémicas ocorrem, certamente
sob circunstancias peculiares. Estas doencas manifestam-se apenas quando ocorre alteragdo

no mecanismo da imunidade, congénitos, adquiridos ou mediados por tratamento com
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imunossupressores, bem como na presenca de doencas de base, tais como diabetes, linfomas,
particulamente na Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA/AIDS) (YASUDA, 2010).

As doencas causadas por fungos podem ser superficiais ou sistémicas, ocorrendo como
infecgBes oportunistas em pacientes imunodeprimidos. As infeccOes dermatofiticas
geralmente sdo superficiais, podendo acometer pele, mucosas, unhas e cabelos (LEVINSON,
2010).

A invasdo de tecidos profundos e a disseminacdo da doenca teve sua frequéncia
aumentada com o advento dos transplantes, da sindrome de imunodeficiéncia adquirida e de
outras condi¢fes de imunodepresséo ja citadas (YASUDA, 2010).

As infeccBes sisttmicas tém na imunidade celular, via macréfago ativado, o
mecanismo protetor mais eficiente, podendo ocorrer alteracio de mecanismos
imunoreguladores de linfocito B, provocando aumento da producdo de anticorpos. A
resolugdo da doenga pode conferir imunidade especifica (YASUDA , 2010).

As infeccdes oportunistas sdo produzidas por agentes ubiquitosos, assumindo grande
importancia nos imunodeprimidos, pacientes com neutropenia e com depressao da imunidade
celular. A instalagdo da doenca é facilitada por uso de drogas imunodepressoras na terapéutica
de neoplasias, transplantes e doencas autoimunes. O neutréfilo representa a célula efetora da
protecdo antifingica oportunista, ndo havendo resisténcia especifica aos microrganismos apos
resolucdo da doenca (LEVINSON, 2010).

Os fatores que regulam a interagdo do hospedeiro com o agente micético sdo bastante
complexos. Nas infeccBes dermatofiticas as lesdes sdo superficiais, podendo acometer pele,
mucosas, unhas e cabelos. Contudo, a invasdo de tecidos profundos e a disseminacdo da
doenca, antes detectada raramente, teve sua frequéncia aumentada com o advento dos
transplantes (renal e medula), da AIDS, aumento da expectativa de vida e do expressivo
crescimento do nimero de novos casos de diabetes (LEVINSON, 2010).

A pele com seu epitélio queratinizado possui uma superficie firme, geralmente seca,
gue atua como uma barreira mecénica e impede a invasdo micética tanto para dermatofitos
quanto Candida pela continua descamagdo, que elimina persistentemente tais
microrganismos. A maceragdo ou 0 trauma s80 necessarios para a penetracdo epidérmica,
sendo a umidade um importante fator na infeccdo por dermatéfitos e Candida em regibes

interdigitais. Tais fungos encontram na pele o primeiro obstaculo para a colonizacao; devido



34

ao processo de descamacdo continua, tal colonizacdo € persistentemente rechacada
(LEVINSON, 2010).

No que se refere as mucosas, seu revestimento epitelial possui mecanismos diferentes
que impedem ou retardam a colonizagdo. O revestimento epitelial das mucosas utiliza a
presenca de muco e o movimento ciliar, importante no trato respiratorio para eliminar
particulas do tamanho de uma levedura, sendo prejudicados durante a anestesia prolongada e
doencas debilitantes (YASUDA, 2010).

Os dermatofitos induzem na pele uma resposta imune mediada tanto por células como
por anticorpos. A liberagdo de substancias mediadoras da inflamag&o causa dano tissular e
formacéo de eczema na pele que circunda a area afetada (YASUDA, 2010).

A fagocitose cumpre um papel importante na defesa contra os agentes micéticos. Em
condi¢gdes normais, a maioria dos esporos de fungos que penetram num hospedeiro cujo
sistema defensor estd intacto. E ingerida e degradada por polimorfonucleares, mondcitos
circulantes e macréfagos tissulares. A fagocitose € um processo inespecifico, porém seus
efeitos sdo controlados e ampliados pela resposta imune do hospedeiro (PEREIRA, 2011;
YASUDA, 2010).

Uma vez no interior dos tecidos, as células fagociticas migram direcionalmente por
meio de um gradiente de concentracdo de mediadores inflamatérios, em um fendémeno
chamado de quimiotaxia. O fenbmeno depende da existéncia, nos leucécitos, de moléculas de
actina e miosina, que associam e dissociam rapidamente na dependéncia de Ca++ e outras
proteinas, entre as quais a calmodulina (FRANCO, 2011).

A morte do agente ou a degradacdo da particula fagocitada depende de dois tipos de
fendmenos:

-Mecanismo dependente de O2 — A fagocitose ativa a NADPH-oxidase. A ativagao
leva ao aumento do consumo de oxigénio com ativacao do shunt da hexosemonofosfato. A
NADPH-oxidase diminui o oxigénio molecular ao anion superoxido (O2 -), que, reduzido a
H202, eh microbicida. Nos granulos dos neutrofilos e macréfagos, existe outra enzima, a
mieloperoxidase, que, em presenca de cloro, converte o0 H202 em HOCI, um poderoso
oxidante com maior poder microbicida (ABBAS, 2005).

-Mecanismo independente de O2- A acdo microbicida na auséncia de oxigénio
depende de outras substancias encotradas nos granulos dos leucécitos, entre as quais a

lisozima, proteina que aumenta a permeabilidade dos microrganismos. Essa enzima hidrolisa
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a ligagéo entre o acido muramico-N-acetil-glucosamina, encontrado na capa glicoproteica das

bactérias, e a lactoferrina, captadora de ferro (ABBAS, 2005).

3. OBJETIVOS

Objetivo Geral:

Associar o polimorfismo G-463A do gene da mieloperoxidase a susceptibilidade dos

pacientes diabéticos em desenvolver infeccdo fungica superficial.

Obijetivos Especificos:

e Isolar fungos de escamas ungueais de pacientes portadores de diabetes mellitus e
identificar os agentes etiologicos das micoses;

¢ Auvaliar a glicemia e a hemoglobina glicosilada dos diabéticos;

e Determinar as espécies mais prevalentes;

e Detectar o polimorfismo G-463 A do gene da MPO e associar com a suscetibilidade as

infeccdes fangicas nos pacientes com diabetes mellitus.
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4. MATERIAL E METODOS

Para a realizacdo deste estudo utilizamos os seguintes preceitos e adotamos

rigorosamente os métodos para atingir os objetivos finais.

4.1 CONSIDERACOES ETICAS

Em todo o estudo foi seguido os preceitos eticos determinados pelo Conselho Nacional
de Salde da Resolugdo 196/96 que regulamenta as diretrizes de pesquisa envolvendo seres
humanos.

O projeto correspondente deste trabalho foi encaminhado ao Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital do Cancer de Pernambuco para apreciacdo e parecer, tendo sido
aprovado em 10/04/2012 de n° 62/2011 — CAAE 0042.0.447.000-11.

Apos aprovacdo, bem como apos assinarem o termo de consentimento livre e
esclarecido, foram incluidos no estudo 66 pacientes com diabetes mellitus tipo 2 (DM?2)
atendidos para consulta de rotina no Ambulatério de Endocrinologia do Centro de Referéncia
para Diabetes Ermirio de Moraes, no setor de Endocrinologia Clinica, Recife, Brasil, o qual
emitiu carta de anuéncia permitindo o estudo (ANEXO A).

Todos os pacientes foram convidados para participar do estudo, o qual foi explicado
detalhadamente a cada um deles o propdsito da pesquisa, € 0s mesmos assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (em anexo). E importante ressaltar que as informacdes, de
carater pessoal, sdo absolutamente sigilosas e ndo serdo divulgadas em caso de publicacdes.

Foi esclarecido aos pacientes que 0s mesmos terdo acesso a qualquer tempo, as
informacdes sobre procedimentos, riscos e beneficios relacionados a pesquisa, inclusive para
dirimir eventuais duvidas.

Os pacientes tiveram seu direito garantido de obter os resultados dos exames
realizados, assim como, terdo o resultado final desta pesquisa se assim desejar.

As coletas foram realizadas em ambiente hospitalar, dentro das normas de seguranca e
em acompanhamento médico, devendo ser enfatizado que ndo houve nenhum tipo de
complicagdo durante ou pos-procedimento.

Os beneficios que esta pesquisa propde para os pacientes é o diagnéstico de possiveis

infeccbes micoticas, possibilitando tratamento especifico.
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Devemos também ressaltar que estas pacientes estdo contribuindo diretamente para o

desenvolvimento cientifico e o progresso da ciéncia.

4.2 LOCAL DO ESTUDO

Este trabalho foi realizado no Centro Médico Senador José Ermirio de Moraes que
fica situado na Av. 17 de Agosto n° 2388, Casa Forte, Recife-PE, CEP: 52061540 e no
Laboratorio de Hematologia do Laboratério Central (LABCEN) do Centro de Ciéncias
Bioldgicas (CCB), da Universidade Federal de Pernambuco — UFPE.

4.3 POPULACAO DO ESTUDO

Critérios de Inclusdo: Pacientes com diabetes mellitus tipo Il, atendidos no
ambulatério do Centro Médico Senador José Ermirio de Moraes, que apresentem lesdo clinica
com suspeita diagndstica de infec¢do fungica e que concordarem em participar do estudo
através da assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Critérios de Exclusdo: Foram excluidos do presente estudo, pacientes diabéticos
tipo Il em tratamento para lesdo fingica e pacientes que ndo concordarem em participar da

pesquisa.

4.4 PERIODO DE REALIZACAO

A Coleta do material foi realizada no periodo de Junho de 2012 a Novembro de
2012.

4.5 DESENHO DO ESTUDO

E um estudo prospectivo e analitico realizado por meio do material coletado e

dados provenientes dos prontuérios das pacientes.



38

4.6 VARIAVEIS DO ESTUDO

Foram avaliados o0s seguintes parametros: sexo, idade, sitios anatémicos

acometidos, agentes etiologicos identificados, glicemia, hemoglobina glicada.
Dependentes: Glicemia, Hemoglobina Glicada,

Independentes: Idade, Sexo, Local da les&o.

4.7 METODOS DE COLETA

v Obtencdo das amostras clinicas:

Apo6s aprovacdo pelo Comité de Etica, o procedimento para obtencdo das
amostras clinicas foi iniciado e realizado de acordo com a localizacdo da lesdo. Amostras
clinicas como sangue e raspado ungueal foram coletados pelo pesquisador do referido centro
de saude.

Escamas ungueais foram obtidas por escarificacdo da regido, com auxilio de um

bisturi e placa de Petri, previamente esterilizados.

v Manipulacdo das amostras clinicas:

Apl6s a obtencdo das amostras, foram preparadas laminas para realizacdo do
exame direto. Quando necessario, foram clarificadas com solucéo aquosa 20% de hidréxido
de potassio (KOH), coradas com Giemsa ou contrastadas com tinta Nankin.
Concomitantemente, foram semeadas na superficie do meio agar Sabouraud e agar BHI
(Brain Heart Infusion) adicionado de 50mg/L de cloranfenicol contido em placas de Petri,
mantidas a 30°C e a 37°C por um periodo de até 20 dias. Apds o surgimento dos fungos,

estes foram purificados e em seguida, identificados.
v" Purificacdo das culturas:

Foram colocados fragmentos da coldnia em &gua destilada esterilizada adicionada de
50mg/L de cloranfenicol. Desta suspensdo, 0,2 mL foram semeados na superficie do meio

Agar Sabouraud com antibi6tico contido em placas de Petri. As coldnias foram repicadas
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para tubos de ensaio contendo meio especifico, de acordo com o fungo isolado para posterior

identificacéo.
v" Identificacdo dos agentes etioldgicos:

Apols serem obtidas culturas puras, estas foram identificadas de acordo com as
caracteristicas macroscopicas (bordos, textura, coloragdo do verso e reverso das colonias,
produgdo de pigmentos e tempo de crescimento), microscopicas (estruturas somaticas e
reprodutivas) e, quando necessario, fisiologicas e bioquimicas (assimilagdo de fontes de
carbono e nitrogénio, fermentacao de fontes de carbono, producéo de urease e acido acético)
(De Hoog et al., 2000; Barnett et al., 2000; Kreger-Van Rij, 1984; Lacaz et al., 2002).

v" Avaliacédo da glicemia e hemoglobina glicosilada:

Foram avaliados glicemia de jejum e hemoglobina glicosilada da populagédo de estudo,
utilizando o método da glicose oxidase para a glicose e 0 método de cromatografia por troca
ibnica para a hemoglobina glicosilada, através do equipamento automatizado de analise
bioquimica Olympus-AU400e.

v" Selecdo do grupo para estudo do gene MPO:

As amostras sanguineas foram coletadas por puncdo venosa, em tubos a vacuo do tipo
Vacutainer®, de pacientes diabéticos com infeccdo micética para controle do gene MPO.
Foram utilizados pacientes portadores de diabetes atendidos no mesmo servico de salde, sem
micose, pareados em sexo e idade em relacdo aos pacientes, escolhidos aleatoriamente na
populacdo. Como controle sadio foi utilizado um banco de DNA existente no setor de
Hematologia do Laboratério Central (LABCEN) do Centro de Ciéncias Bioldgicas (CCB), da

Universidade Federal de Pernambuco — UFPE.

Extracdo de DNA

A extracdo de DNA gendmico foi realiada a partir de leucdcitos pela técnica de fenol-
cloroférmico modificado. O sangue foi contrifugado a 2200 rpm durante 10 minutos, o
plasma descartado e os eritrocitos lisados com uma mistura de solugdes contendo NHACI
0,144M e NH4HCO3 0,01M e apds centrifugacdo o sobrenadante foi desprezado. A seguir a
solucdo denominada TKM1 (Tris-HCI 10uM pH=7,6; KCI 10uM; MgCI2 10uM e EDTA
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20uM) foi adicionada ao precipitado juntamente com 100pl de Triton X-100. As amostras
foram homogeneizadas, centrifugadas novamente a 2200 rpm por 10 minutos e
posteriormente o sobrenadante descartado, obtendo-se o precipitado de leucocitos.

Para lisar os leucdcitos, foram adicionados 400ul da solugdo TKM2 (Tris-HCI 10mM
pH=7,6; KCI 10mM; MgCI? 10mM; NaCl 0,4 M e EDTA 20mM) e 25ul de SDS 10% e
incubado a 55° C durante 30 minutos. Apos esse periodo, 180ul de NaCl 5M foram
adicionados a solucdo anterior e mantida a temperatura ambiente por 15 minutos. A amostra
foi centrifugada a 12000 rpm por 5 minutos na microcentrifuga e o obrenadante transferido
para outro tubo de eppendorf, adicionando-se a ele um 400pl de cloroférmio/alccol isomilico
e 400ul de fenol saturado, seguido de homogeizacdo, centrifugacdo e transferéncia do
sobrenadante para outro tudo. A mistura adicionou-se 800ul de cloroférmio/alcool isoamilico
e foi novamente centrifugada transferindo o sobrenadante a outro eppendorf. Acetato de sddio
3M pH=5,3 e etanol absoluto gelado foram postos no tubo para a precipitacdo do DNA, sendo
novamente centrifugada transferindo e o “pellet” lavado com etanol 70% gelado. O DNA foi
solubilizado em agua deionizada e estéril, sendo quantificado em equipamento NanoDrop®
ND-1000 (NanoDrop Techbologies, Inc., Wilmington, DE, USA).

Anélise molecular
Reacdo de Amplificacdo PCR

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é uma técnica, in vitro, para amplificacao
de DNA. A reacdo catalisada pela Taq polimerase, utilizada primers que hibridizam-se em
fitas opostas de regides especificas do genoma e flaqueiam a sequéncia a ser amplificada. Os
ciclos sdo séries repetidas de desnaturacdo do DNA, anelando a extencdo dos primers,

resutando em um actumulo exponencial do fragmento.
Deteccdo do Polimorfismo G463A do gene MPO

A deteccdo do polimorfismo 463 (G/A) no gene da MPO foi realizada a técnica de
PCR com posterior analise de restricdo (RFLP). A PCR foi seguida utilizando DNA 100-
500ng, primers 0,24uM, MgCI2 1.5mM, Tris-HCI 50uM, (NH4) 2 SO4 20mM, Taq
polimerase 0,04U/uL, H20 gsp 50uL, nas condicdes descritas na Tabela 1. O desenho dos
primers foi forward 5- CGGTATAGGCACACACAATGGTGAG - 3'e reverse 5 -
GCAATGGTTCAAGCGATTCTTC - 3.
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Tabela 2: Condicdes da reagdo para amplificacdo do polimorfismo do gene MPO.

Desnaturagdo inicial Desnaturagdo Anelamento Extensao Extensao Final

35ciclos
Regido T(°C) Tempo T(°C) Tempo T(°C) Tempo T(°C) Tempo T(°C) Tempo
463(G-A) 94 5 94 30" 56 30" 72 1 72 7

T: Temperatura.

A analise qualitativa do DNA amplificado foi realizada por eletroforese em gel de
agarose 1,0% pela evidenciacdo de uma banda de 350pb. Apos amplificacdo da regido de
interesse, foi realizada andlise de restricdo com endonuclease especifica Acil, permitindo a

deteccdo do polimorfismo por eletroforese em gel de agarose 3,0%.
Analise de restricdo — Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)

O produto da PCR foi digerido a 37° C overnight (16 horas), com enzima Acil. O
produto digerido foi separado por eletroforese e analisado em gel de agarose 1000 a 3,0%
(Invitrogen, Carlsbad CA, USA), marcado com brometo de etidio e visualizado em
transiluminador a luz ultravioleta.

Como controle foram utilizados amostras de individuos homozigotos, heterozigotos e

normal para individuos com polimorfismo G463A do gene MPO.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados deste estudo foram analisados pelo pesquisador, em conjunto com um
estatistico e orientador da pesquisa, utilizando estatistica descritiva e analise inferencial,
utilizando um Software especifico para a finalidade.

O Software utilizado para a analise estatistica descritiva e inferencial foi 0 R Studio
Versdo 0.97.248, Plataforma R versdo 2.15.2 (2012-10-26) e ISBN 3-900051-07-0.

Neste estudo, foram realizadas analises descritivas das variaveis em questdo de
maneira preliminar, dos 66 pacientes estudados. Apos a analise descritiva da base de dados,
seguiu-se com a analise inferencial. Neste ponto procurou-se verificar se poderiamos tirar
algumas conclusfes estatisticamente significativas dos dados, ou seja, se a partir da amostra

poderiamos obter informacdes acerca da populacdo em geral. Para isso, foram utilizados os
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testes estatisticos: Coeficiente de Correlacdo de Pearson, Teste X2 de Comparacdo de

Proporgdes, Teste X2 de Associacdo ou Independéncia e Teste Exato de Fisher.

5. RESULTADOS

Nossos resultados estdo apresentados na forma de dois artigos:

5.1 Primeiro artigo: Abordagem clinica no diabetes tipo2 associada a onicomicose.
Sera submetido a revista The Journal Infectious Diseases, fator de impacto de
5,848 e Qualis A1 em Medicina Il.

5.2 Segundo artigo: Frequéncia do Polimorfismo G463A MPO em Diabéticos com
Onicomicose. Sera submetido a revista Journal of Endocrinology, fator de
impacto de 4,058 e Qualis A2 em Medicina II.
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5.1 ARTIGO 1

Titulo: Abordagem clinica no diabetes tipo2 associada a onicomicose

Resumo: O Diabetes Melitos tipo 2 é uma doenca de grande prevaléncia e alta mortalidade
em todo o mundo. A persisténcia da hiperglicemia no curso da doenca esta envolvida com
padrdes classicos de nefropatia, retinopatia e neuropatia. Tais complicacGes associadas a
maior susceptibilidade dos diabéticos em desenvolverem infeccGes, agravam mais ainda a
qualidade de vida destes pacientes. As infec¢bes fangicas mais frequentes em pacientes
diabéticos correspondem as onicomicoses. Em nosso trabalho a frequéncia das onicomicoses
foi determinada em 66 pacientes com Diabetes Mellitus tipo 2, atendidos no Centro de
Referéncia para Diabetes Ermirio de Morais, na cidade do Recife, durante o periodo de junho
a novembro de 2013. Todos os 66 pacientes com Diabetes tipo 2 apresentaram algum sinal
clinico para onicomicoses. Destes 24 (36,3%) revelaram confirmacédo para etiologia fungica,
destacando-se Candida krusei (45,8%) como uma das espécies mais frequentes. Taxas de

glicemia e hemoglobina glicosilada estiveram elevadas em 37,5% dos pacientes com micoses.

Palavras chave: Diabetes Mellitus, Candida, Onicomicoses.
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Abstract

Diabetes mellitus type 2, is a disease with high prevalence and high mortality worldwide. The
persistence of hyperglycemia in the disease course is observed with classic patterns of
nephropathy, retinopathy and neuropathy. Such complications associated with increased
susceptibility of diabetic patients are known to develop infections, which aggravate further the
quality of life of these patients. Fungal infections, more frequently in diabetic patients,
correspond to onychomycosis. In the study conducted at the Reference Center for Diabetes
Ermirio de Morais, in Recife. The frequency of occurrences during the period June to
November 2013, demonstrated that all 66 patients with type 2 diabetes showed clinical signs
for onychomyecosis. Of these, 24 (36.3%) revealed confirmation for fungal etiology, especially
Candida krusei (45.8%) as one of the most frequent species. Rates of glucose and glycated

hemoglobin were elevated in 37.5% of patients with mycosis.

Keywords: Onychomycosis, Candida, Diabetes Mellitus.
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Introducgéo

O Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) é considerado uma das grandes epidemias mundiais
do século XXI e problema de salde puablica, tanto nos paises desenvolvidos como em
desenvolvimento. A crescente incidéncia € atribuida ao envelhecimento populacional, aos
avancos terapéuticos no tratamento da doenga, mas, especialmente, ao estilo de vida atual,
caracterizado por inatividade fisica e habitos alimentares que predispdem ao acumulo de
gordura corporal [9].

Esta condicéo clinica, por se tratar de uma doenca sistémica, apresenta uma série de
complicagdes, incluindo a doenca cardiovascular, a qual aparece como sendo a primeira causa
de mortalidade; a retinopatia representa a principal causa de cegueira adquirida e a nefropatia
uma das maiores responsaveis pelo ingresso a dialise e transplante; além do pé diabético que
constitui importante causa de amputagdes de membros inferiores [9].

Acrescenta-se as inimeras complicagdes relacionadas ao DM, a sua alta incidéncia em
todo mundo. Dados publicados pela Universidade de Edimburgo [19], sobre uma estimativa e
projecdo da quantidade de doentes entre os anos de 2000 e 2030, mostra que em 1995, a
quantidade de doentes era de 135 milhdes, em 2005 esse nimero passou para 240 milhdes, e a
projecdo é que em 2030 atinja a marca de 366 milhdes de pessoas, estando dois tercos desse
namero, se tratando de habitantes de paises em desenvolvimento. No Brasil, a quantidade
estimada de portadores de DM é em torno de 10,3 milhdes, de acordo com estudos realizados
sobre o custo da doenca em paises da América Latina [3].

O paciente diabético, comumente, estd mais propenso ao desenvolvimento de
infecgBes, sejam elas bacterianas, fangicas ou virais. Ha um risco de 30 a 40% maior dos
diabéticos desenvolverem infeccOes do trato respiratério inferior, do trato urinario, da pele e
mucosas. Sabe-se também que algumas infec¢bes sdo mais freqlientes em pacientes diabéticos
e outras sdo exclusivas destes [14, 17].

O pé diabético esta relacionado ao curso clinico desta doenca, sendo considerado
responsavel por mais de 50% das amputacdes de extremidades, ndo decorrentes de trauma.
Estima-se ainda que cerca de 35% a 40% dos pacientes diabéticos com Ulceras nos pés
sofrerdo amputacdo num periodo de 3 anos. Dentre os fatores que levam a essa importante
predisposicdo dos diabéticos a amputacgdes, destacam-se traumas de sapatos com formacao de
Ulceras e abrasdes ndo percebidas devido a neuropatias (dentre a populacdo de diabéticos,

25% em média apresentam neuropatia), presenga de onicomicoses e dermatomicoses [15].
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Em seu estégio inicial as infeccdes fungicas favorecem o aparecimento de prurido,
eritema e maceracdo em varias regides, sobretudo os dedos. Contudo, podem gerar
consequéncias potencialmente graves, facilitando o aparecimento e a evolucdo de infeccdes
bacterianas [10,14].

Assim, no diabetes, a onicomicose € uma condicdo clinica que deve ser diagnosticada
e tratada precocemente por contribuir para o desenvolvimento de infeccBes secundarias.
Ainda, o tratamento local ou sistémico é prolongado e os efeitos toxicos limitam o uso de
antifungicos. Assim, o estudo tem como objetivo avaliar a frequéncia de onicomicoses em

pacientes diabéticos tipo 2 associada as condi¢es clinicas [8,2,14].

Materiais e Métodos

Foram incluidos no estudo 66 pacientes com diabetes mellitus tipo 2 (DM?2) atendidos
para consulta de rotina no Ambulatério de Endocrinologia do Centro de Referéncia para
Diabetes Ermirio de Moraes, no setor de Endocrinologia Clinica, Recife, Brasil.

O estudo foi desenvolvido no periodo entre junho de 2012 e novembro de 2012. Os
pacientes foram incluidos no estudo somente apés aprovagio do Comité de Etica, com
registro n°® 62/2011 (CAAE: 0042.0.447.000-11), bem como apds assinarem o termo de
consentimento livre e esclarecido.

Todos os pacientes foram avaliados quanto as lesdes sugestivas de micoses, as quais
foram coletadas em condicdes adequadas (antissepsia com alcool a 70%), com auxilio de
bisturi e placa de Petri esterilizados.

As amostras clinicas foram clarificadas com hidroxido de potassio a 20% (KOH) para
hidrolise da queratina e detritos, facilitando a observacdo através de microscopia direta de
elementos fingicos. Para a cultura, as amostras foram inoculadas em Agar Sabouraud
Dextrose (Difco) com cloranfenicol (50 mg/L) contido em placas de Petri, incubadas a 30°C.
O crescimento das culturas foi acompanhado durante 15 dias e as colOnias puras transferidas
para tubos contendo agar Sabouraud, mantidas a temperatura de 30°C por 15 dias e
identificadas segundo critérios taxondmicos cléssicos e moleculares [4,6].

Foram avaliados glicemia de jejum e hemoglobina glicosilada da populagéo de estudo,

utilizando o método da glicose oxidase para a glicose e 0 método de cromatografia por troca
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ibnica para a hemoglobina glicosilada, através do equipamento automatizado de anélise

bioquimica Olympus-AU400e.
Resultados

Do total de 66 pacientes examinados, 22 eram homens e 44 mulheres, com média de
64,2 anos (Tabela 1). Houve confirmacdo micologica de onicomicose atraveés da microscopia
direta e cultura em 24(36,4%) pacientes, sendo 7 homens e 17 mulheres acometidos por
onicomicose.

Ao exame direto das escamas ungueais dos pacientes com a infeccdo fungica, foram
visualizadas varias células de leveduras hialinas e/ou pseudomicélio e micélio fdngico
verdadeiro (figura 1). Os agentes etioldgicos identificados foram Candida krusei (45,8%),
Candida albicans (29,2%), Candida sp (20,8%) e Candida lusitaniae (4,2%)

Do total de 66 pacientes, 50 apresentaram glicemia de jejum acima de 99 mg/dL e,
destes, 20 tiveram cultura positiva para fungo, 25 apresentaram hemoglobina glicosilada
acima de 8,3 e, destes, 8 tiveram cultura positiva para fungo (Figura 2).

Dos 24 pacientes que tiveram confirmacdo na cultura para fungo, 9 apresentaram tanto
a glicemia de jejum quanto a hemoglobina glicosilada com niveis acima de 99 mg/dL e 8,3,

respectivamente (Figura 3).

Gréfico 1 — Grafico do resultado das Culturas de Fungo

Grafico da Proporgéo do resultado das Culturas

- Positiva
- Negativa
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Tabela 1: Teste de Associacdo e de Comparacao de Proporcdes entre Faixas Etérias e Cultura

CULTURA IDADE IDADE IDADE IDADE TOTAL
<58 58>x <64 64>x>71 >71
Positivo 6 8 5 5 24
Negativo 12 1 8 1 42
Total 18 19 13 16 66
Propor¢do das culturas positivas 27% 42% 32% 31% Ndo se aplica
p-valor Teste de Fisher p-valor Teste do X* de associagdo  p-valor Teste do X* de comparagéo de proporcdes
0.9283 0.9083 0.9083

Tabela 2: Teste de Associagao e de Comparagao de Proporgdes entre Glicemia e Cultura

CULTURA GLICEMIA TOTAL
<=99 100-200 >200
Positivo 4 8 12 24
Negativo 12 12 18 42
Total 16 20 30 66
Proporcdo das culturas positivas 25% 40% 40% N3o se aplica

p-valor Teste de Fisher ~ p-valor Teste do X2 de associagdo  p-valor Teste do X? de comparagdo de propor¢des
0.5769 0.5547 0.5547

Tabela 3: Teste de Associagao e de Comparagao de Proporgdes entre Hemoglobina e Cultura

CULTURA HEMOGLOBINA TOTAL
<=83 >8.3-9 >9
Positivo 15 3 6 24
Negativo 26 3 13 42
TOTAL 41 6 19 66
Proporgdes das culturas positivas 36% 50% 31% N3o se aplica
p-valor Teste de Fisher p-valor Teste de X* de associacdo p-valor Teste do X* de comparagéo de proporcges

0.7352 0.715 0.715
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Discussao

Estudos sobre a prevaléncia de infec¢des fangicas nos diabéticos iniciaram na década
de 70. Alteras e Saryt investigaram a prevaléncia de onicomicoses por dermatofitos e Candida
em 100 diabéticos e 100 ndo diabéticos. Na microscopia direta isolaram fungos nas amostras
clinicas de 70 diabéticos e em 53 controles. A cultura foi positiva em 57 e 40 para,
respectivamente, diabéticos e controles. Os fungos mais encontrados foram Trichophyton
rubrum nos dois grupos comparados. Estes resultados levantaram a hipotese de que havia
relacdo entre infe¢bes fangicas por dermatdfitos e Candida, e niveis elevados de acUcar
sanguineo, pois, estes diabéticos apresentavam taxa de glicose acima de 300 mg/dL [1].

Por outro lado, Lugo-Somolinos e colaboradores excluiram a possibilidade desta
relacdo quando analisaram também 100 pacientes diabéticos e 100 controles, e obtiveram um
resultado de infeccdo fangica de 31% para diabéticos e 33% para o grupo controle. A doenca
mais frequente foi a tinea pedis (16 casos), onicomicoses (6 casos) e tinnea cruris (2 casos). O
fungo mais frequente foi também T. rubrum, seguido por T. mentagrophytes e Candida [16].

Gupta e colaboradores encontram em uma pesquisa multicéntrica com 550 diabéticos,
uma correlacdo significativa entre onicomicose, género e idade. Historico familiar de
onicomicose, doenca vascular periférica e uso de drogas imunossupressoras, foram inclusos
como fatores predisponentes. Encontraram, ainda, um risco de 2,77 vezes maior de chance
dos diabéticos contrairem onicomicoses do que individuos sem diabetes. Os agentes mais
frequentes achados nesta mesma pesquisa foram os T. rubrum e T. Methagrophytes [12].

A frequéncia de onicomicoses de 34,6% encontrada no nosso estudo foi similar a
encontrada em varias outras pesquisas [2,5], embora, sejam raros os relatos que avaliem a
prevaléncia de onicomicoses no diabetes. A média de idade foi acima da sexta década,
ocorréncia muito repetida por outros trabalhos.

O predominio da Candida krusei como o agente infeccioso mais frequiente, revelou um
painel diferente do encontrado na maioria das publicacdes, onde mostraram os dermatéfitos
como os agentes fungicos mais prevalentes, sobretudo os Tricophyton rubrum [11]. Alguns
autores questionam o papel das leveduras como agentes patégenos nas onicomicoses, por
defenderem que estas atuam apenas como contaminantes ou colonizadores de unhas ja
infectadas por dermatofitos [7].

As taxas sanguineas elevadas da glicose e da hemoglobina glicosilada demonstraram

que as pessoas envolvidas no estudo ndo apresentavam um controle rigoroso da glicose. A
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grande associacdo de onicomicoses a pacientes com esse perfil no nosso estudo, é um achado
comum na literatura, contudo, permanecem muitas controvérsias.

Existem diferencas geograficas na epidemiologia e etiologia das onicomicoses,
especialmente na freqiiéncia de cada grupo de fungos responsavel pela infeccdo. T. rubrum é
a espécie mais freqiiente na Inglaterra, Alemanha, no Canada, nos EUA e india, enquanto a
alta prevaléncia de Candida spp. na unha tem sido relatada na Bélgica, Arabia Saudita e
Espanha. Em outras regides tropicais do mundo, a etiologia das onicomicoses também pode

ser atribuida ao Scytalidium spp, fungo filamentoso ndo dermatofito [18].
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5.2 ARTIGO 2

FREQUENCIA DO POLIMORFISMO G463A MPO EM DIABETICOS COM
ONICOMICOSE

Resumo

Objetivos: Determinar a frequéncia do Polimorfismo G463A do Gene da mieloperoxidase em
pacientes diabéticos tipo 11 com Onicomicose.

Material e Métodos: Este estudo foi realizado em 66 pacientes com diagndstico de diabetes
tipo 11, que foram selecionados do Centro Médico Ermirio de Moraes, Recife-PE, onde foi
realizada coleta de sangue periférico para genotipagem e raspado de lesGes ungueais com
diagnostico clinico de onicomicose, com confirmacdo de 24 casos (diabetes associado a
fungos).

Resultados: Das 66 amostras encontramos 24 com infeccdo flngica, os gendétipos
encontrados foram 60% G/G, 24% G/A e 16% A/A. Os pacientes que apresentaram cultura
positiva, ndo apresentaram diferenca proporcional entre 0s grupos de genétipos analisados.
Conclusédo: A frequéncia dos gendtipos e alelos do polimorfismo G463A do gene MPO foi
para G/G(36%), G/A(43%) e AIA(27%). Nao foi detectada associacdo ao se relacionar a
micose, diabetes e o polimorfismo (G463A).

Palavras-chaves: Polimorfismo genético, mieloperoxidase, onicomicoses e diabetes mellitus.
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Abstract

Diabetes mellitus type 2, is a disease with high prevalence and high mortality worldwide. The
persistence of hyperglycemia in the disease course is observed with classic patterns of
nephropathy, retinopathy and neuropathy. Such complications associated with increased
susceptibility of diabetic patients are known to develop infections, which aggravate further the
quality of life of these patients. Fungal infections, more frequently in diabetic patients,
correspond to onychomycosis. In the study conducted at the Reference Center for Diabetes
Ermirio de Morais, in Recife. The frequency of occurrences during the period June to
November 2013, demonstrated that all 66 patients with type 2 diabetes showed clinical signs
for onychomycosis. Of these, 24 (36.3%) revealed confirmation for fungal etiology, especially
Candida krusei (45.8%) as one of the most frequent species. Rates of glucose and glycated
hemoglobin were elevated in 37.5% of patients with mycosis. The frequency of genotypes and
alleles of the polymorphism G463A gene MPO G / G (36%), G / A (43%) A/A (27%). No

association was found to be related to ringworm, diabetes and polymorphism (G463A).

Keywords: Onychomycosis, Candida, Diabetes Mellitus, Polymorphism, Myeloperoxidases.
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Introducéo:

De uma forma geral, considera-se o diabético um individuo com uma maior
suscetibilidade as infeccdes, sejam elas bacterianas, fungicas ou virais. Sabe-se também que
algumas infeccBes sdo mais frequentes em pacientes diabéticos e outras exclusivas destes, e
existem evidentes alteracBes imunitarias em pacientes com diabetes [1]. Vérias alteracbes
imunitéarias vém sendo descritas no diabetes, sendo a imunidade celular mais comprometida,
com alteracbes nos polimorfonucleares, mondcitos e linfocitos. Nos polimorfonucleares ha
alteracbes na aderéncia, quimiotaxia, fagocitose, queima oxidativa e capacidade oxidativa
intracelular, havendo estudos que demonstram relacdo inversa entre este Ultimo mecanismo
imunitério e os niveis de hemoglobina glicada [3].

N&o existem evidéncias de grandes alteracGes na resposta imunitaria humoral no
diabetes, ocorrendo niveis normais de imunoglobulinas e resposta imunitaria humoral aos
antigenos vacinais semelhantes a de individuos ndo diabéticos [2].

A destruicdo de microorganismo € desempenhada em grande parte por mecanismos
dependentes de oxigénio (4). A geracdo de intermediarios reativos de oxigénio ocorre devido
a rapida ativacdo de uma oxidase (NAPH oxidase), que oxida o NADPH (nicotinamida
adenina dinucleotideo-P reduzido) e, nesse processo, reduz o oxigénio formando o anion
superoxido (02), o qual é convertido espontaneamente em peroxido de hidrogénio (H202)
[5].

O H202 gerado pelo sistema NADPH oxidase normalmente ndo é suficientemente
eficaz para matar os microorganismos por se sO. Entretanto, os granulos azurofilicos dos
neutréfilos contém a enzima mieloperoxidase (MPO), que na presenca de um halégeno com o
Cl, converte 0 H202 em hipocloreto (HOCI), representando um potente agente microbiano
que destroe os microrganismos pela halogenacdo ou pela oxidacdo de proteinas e lipidios
(peroxidacdo lipidica) [5].

A deficiéncia primaria da mieloperoxidase € o defeito mais comum dos neutrofilos e
mondcitos. A maioria dos pacientes ndo apresenta sintomatologia, visto que utilizam outros
mecanismos de defesa (6). Esta deficiéncia estd associada a heranga autossémica recessiva. O
defeito genético ocorre na fase de pré-traducdo, com consequente reducdo na quantidade de m
RNA para a mieloperoxidase [7].

Nesta imunodeficiéncia observa-se a preservacdo da funcdo quimiotatica das células,

bem como uma maior produgdo do anion superdxido. A agdo microbicida in vitro pode estar
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um pouco reduzida para S. Aureus e acentuadamente mais reduzida para Candida albicans
[7].

Estudos vém correlacionando alteracGes génicas simples a diminuicdo da acdo da
mieloperoxidase. No genoma humano foi identificado mais de 1,4 milhdo de sitios de
nucleotideos unicos (single nucleotide polymorphisms, SNP) [10].

Este SNPs ou polimorfismos de sitio sdo também chamados de polimorfismo do
tamanho do fragmento de restricdo (RFLP), que de maneira suscinta se refere a variacdo do
comprimento do fragmento entre individuos que resulta de polimorfismos na sequéncia de
DNA. Os SNPs sdo as formas mais comuns de polimorfismos no genoma humano. Estudos
populacionais encontraram associacao entre SNPs especificos e doencas multifatoriais, como
hipertensdo, doencas cardiacas e diabetes [11].

O polimorfismo G463A do gene da mieloperoxidase foi implicado como fator de risco
para infeccdo em pacientes imunodeprimidos [8], assim como, também pacientes com anemia
falciforme apresentaram elevado risco para desenvolvimento de eventos infecciosos quando
exibiram este polimorfismo [9].

As onicomicoses sdo micoses superficiais que acometem unhas, as quais se tornam
sem brilho, quebradicas, espessadas e com dobras periungueais contendo material corneo
amarelado [13]. Séo causadas por fungos dermatofitos, principalmente pelo Trichophyton
rubrum [13]. Estas lesdes sao usualmente extensas quando ocorrem em individuos por drogas
ou por doengas, em diabéticos e em portadores de endocrinopatias [14].

Associada as alteragdes vasculares classicas e ao trauma no diabetes, as onicomicoses
ganham uma maior importancia, pois, podem desencadear um processo inflamatorio crénico
periungueal, precipitando um ambiente favoravel a invasdo bacteriana e favorecendo
complicacdes sérias desde Ulceras a amputacdes de extremidades [15].

O presente estudo foi realizado para determinar a frequéncia do polimorfismo G463A

do gene da mieloperoxidase em pacientes diabéticos tipo Il com onicomicose.

Métodos:

Este estudo foi realizado em 66 pacientes com diagnéstico de diabetes tipo I,
selecionados do Centro Medico Ermirio de Moraes, Recife-PE, onde foi realizada coleta de
sangue periférico para genotipagem e raspado de lesdes ungueais com diagnostico clinico de

onicomicose, com confirmacéo de 24 casos (diabetes associado a fungos).
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A genotipagem foi realizada através da extracdo de DNA gendmico a partir de
leucdcitos pela técnica de fenol-cloroformico modificado. Amplificado por Reacdo em Cadeia
da Polimerase (PCR) com posterior analise de restricdo (RFLP). Como controle foram
utilizados amostras de individuos homozigotos, heterozigotos e normal para individuos com
polimorfismo G463A do gene MPO.

As identificacbes dos fungos foram obtidas através da escarificacao de lesGes clinicas,
onde as amostras clinicas foram clarificadas com hidroxido de potassio a 20% (KOH) para
hidrélise da queratina e detritos, facilitando a observagdo através de microscopia direta de
elementos fiingicos. Para a cultura, as amostras foram inoculadas em Agar Sabouraud
Dextrose (Difco) com cloranfenicol (50 mg/L) contido em placas de Petri, incubadas a 30°C.
O crescimento das culturas foi acompanhado durante 15 dias e as colonias puras transferidas
para tubos contendo agar Sabouraud, mantidas a temperatura de 30°C por 15 dias e
identificadas segundo critérios taxondmicos classicos e moleculares (A,B).

Anélise Estastistica:

A frequéncia da distribuicdo dos genétipos do MPO foi calculada entre os pacientes
com diabetes com e sem infec¢do flngica, utilizando os testes de X2 de comparacdo de
proporcOes, teste X2 de associacdo e teste exato de Fisher, para obter alguma concluséo

estatisticamente significativa dos dados.

Resultados:

Microbiologia: Houve crescimento em meio de cultura Agar Saboraud e isolamento flngico
em 24 amostras das 66 examinadas.
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Tabela 1: Resultado de cultura de fungos.

POSITIVOS NEGATIVOS TOTAL
ISOLAMENTO DE FUNGOS 24 42 66

Micose x Polimorfismo: Os dados mostram um predominio no grupo de gendétipo G/G
considerado normal, com 39 casos, correspondendo a 60% do total. O grupo heterozigoto de
polimorfismo G/A apresentou 16 casos, correspondendo 24% do total. O grupo de

homozigotos A/A apresentou 11 casos, que corresponde a 16% do total.

Tabela 2: Resultado da Genotipagem MPO

G/G G/A A/A TOTAL
Valor Absoluto 39 16 11 66
Proporgado (%) 60% 24% 16% 100%

Os p-valores encontrados sdo todos maiores que o nivel de significancia escolhido
para o teste (0,05). Constatamos, assim, que ndo houve evidéncia suficiente para rejeitar a
Hipdtese Nula (HO) a nenhum nivel pratico de significancia para esses dados, nos 3 testes
realizados. Desta forma, para esta amostra, ndo existe associacao entre as variaveis genoétipo e
cultura, e as diferencas nas proporgdes entre os grupos G/G(36%), G/A(43%) e A/A(27%)
com cultura positivas, ndo sao estatisticamente significativas, para considera-las como grupos
estatisticamente distintos. Conclui-se que nesta amostra, a probabilidade de cultura positiva é

a mesma nos diferentes genotipos.

DISCUSSAO

A atividade catalitica da MPO resulta na geragdo de varios oxidantes reativos. Embora
estas espécies oxidativas tenham um papel importante na morte de microrganismos

patogenos, elas também provocam danos tissulares no hospedeiro, através da modificacéo
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oxidativa de proteinas, lipidios e acidos nucléicos, ocasionando uma grande variedade de
doencas inflamatorias crénicas [17].

Na literatura mundial, a imensa quantidade de trabalhos realizados acerca do
polimorfismo G463A da MPO, refere-se a sua associagdo com doencas arteriais, sobretudo as
doencas ligadas a aterosclerose, principalmente as patologias coronarianas. Observa-se
também um interesse geral na investigacdo da participacdo desse polimorfismo no processo
de iniciacdo das neoplasias. Makela e colaboradores encontraram associacdo com doenca
isquémica coronariana, estando o gendtipo G/G implicado com uma maior frequéncia entre os
pacientes portadores de doencas das arterias. Ficou evidenciada que o alelo G tem uma maior
participacdo na expressdo da MPO diante da resposta inflamatoria [18].

Houve uma concordancia absoluta em todos os trabalhos que trataram deste tema,
quanto a ao predominio na distribuicdo da frequéncia do gendético G/G frente aos G/A e A/A.
Reynolds e colaboradores encontraram em um estudo com 142 pacientes com vasculite
associada a ANCA (anticorpo anticitoplasma de neutréfilos) um painel de frequéncia de 76%
G/G, 16%G/A e 8%A/A. Nesse mesmo estudo, concluiram haver forte evidéncia entre o
gendtipo G/G e o risco de desenvimento de vasculite associada a ANCA [15].

Katakami e colaboradoes encontraram em estudo com pacientes japoneses portadores
de diabetess tipo 2, um maior risco de desenvolvimento de macroalbiminuria e reducéo de
filtracdo glomerular nos pacientes com alelo G ou com gendtipo GG para o polimorfismo da
MPO [19].

No presente estudo, como nos demais trabalhos publicados, encontramos o predominio
do gendétipo G/G, com uma frequéncia de 59% em relacdo ao grupo total de 66 pacientes
diabéticos tipo 2. Destes pacientes que apresentaram este genotipo, 36% (14 pacientes)
exibiram confirmacdo positiva para infeccdo fungica. A frequéncia dos genétipos dos 24
pacientes com cultura positiva foi de 58% G/G, 29% G/A e 13% AA. A analise comparativa
entre esses trés gendtipos e cultura positiva encontrou p-valores superiores ao nivel de
significancia (0,05) para todos os testes aplicados. Constatamos, assim, que ndo houve
evidéncia suficiente para rejeitar a hipotese de ndo haver associacdo entre polimorfismo
G463A do gene MPO e onicomicose a nenhum nivel pratico de significancia para esses
dados. Desta forma, para esta amostra, conclui-se que a probabilidade de cultura positiva é a

mesma nos diferentes gendtipos.
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Na avaliacao do SNP G-463A na regiao promotora do gene MPO em pacientes
portadores de anemia falciforme, Costa sugeriu fortemente que em pacienes heterozigotos
G/A, existe provavel maior incidéncia de eventos infecciosos, bem como associacdo também
se verificou na anélise do alelo A. O genétipo AA ou AG aparentemente elevou o risco de
eventos infecciosos, enquanto o gendtipo GG pareceu estar associado a ausencia de infeccdes.
O fato da distribuicdo dos genotipos entre os pacientes falcémicos e o grupo controle serem
semelhantes indicou que a predisposicao a infeccGes foi realmente devida a presenca do alelo
A 9]

O polimorfismo -463A diminui a expressdo da MPO que por sua vez leva a reducdo da
capacidade bactericida in vitro dos leucécitos. Apesar dos dados in vitro indicarem que a
deficiéncia da MPO em neutrofilos parece ndo ser vital na funcdo antimicrobicida, é possivel
que, in vivo, a atividade da MPO possa modular a resposta inflamatéria diminuindo o dano
celular provocado pelas bactérias. O sistema MPO-H202-haleto é um potente sistema
microbicida e sua falta ou diminuicdo de sua atividade em pacientes que ja possuem uma
debilidade na resposta imune pode ainda mais predisp0d-los a eventos infecciosos mais graves
[9].

Desta forma, embora existam poucos relatos que correlacione o polimorfismo G463A da
MPO com maior suscetibilidade a infeccdo, entendemos em razdo da problemaética que € a
vasculopatia na predisposicao as infeccGes cutaneas no diabetes, e, conjuntamente com a
tendéncia que os estudos demonstram em comprovar a influéncia do polimorfismo G463A da
MPO no risco aumentado de aterosclerose, o presente estudo necessita ser mais ampliado
visando encontrar o papel desse polimorfismo ndo somente frente a suscetibilidade as
infeccbes, bem como a participacdo da resposta inflamatoria prolongada aos processos

infecciosos de curso longo, tal como ocorre nas onicomicoses.

REFERENCIAS

1. Nirmal J, Caputo G, Wietekamp M, et al: Primary care: Infections in patients with
diabetes mellitus. N Engl J Med 1999;341:1906.

2. Albuquerque R, Neto AP. Diagndstico, epidemiologia e fisiopatologia do diabetes.
Diabetes na pratica clinica e-book 2011[Acesso em 24 de marco de 2012]. Disponivel em:



10.

11.

12.

61

http://www.diabetesebook.org.br/modulo-2/15-a-sindrome-do-pe-diabetico-e-aspectos-
praticos-e-fisiopatologia.

Delamaire M, Maugendre D, Moreno M et al. Impaired leucocyte function in diabetic
patients. Diabetic Med 1997;14:29.

Nathan C, Shiloh UM. Reactive oxygen and nitrogen intermediates in the relationship
between mammalian hosts and microbial pathogens. Proc Natl Acad Sci USA:
2000;97:8841.

Hampton MB, Kettle AJ, Winterbourn CC. Inside the neutrophil phagosome: oxidants,
myeloperoxidase, and bacterial killing. Blood 1998:92:3007.

Pereira FEL. Imunopatologia. In: FILHO GB. Bogliolo Patologia. 8. ed. Rio de Janeiro:
Guanabara Koogan; 2011. p.183-218.

Lima R. Imunodeficiéncias Primérias. [Acesso em 24 de marco de 2013] Disponivel em:
http://www.ebah.com.br/content/ ABAAABUUOAB/imunologia-18-imunodeficiencias-

primarias.

Rocha V, Franco RF, Porcher R, Bittencourt H, Silva WA Jr, Latouche A, Devergie A,
Esperou H, Ribaud P, Socie G, Zago MA, Gluckman E. Host defense and inflammatory
gene polymorphisms are associated with outcomes after HLA-identical sibling bone
marrow transplantation. Blood. 2002 Dec 1;100(12):3908-18.

Costa RNP. Polimorfismo dos genes Psgl-1, ICAM-1, CDI 8, mieloperoxidase e
manifestacdes clinicas na anemia Falciforme. Campinas. Dissertacdo de Mestrado em
Genética e Biologia Molecular na area de Genética Médica-UNICAMP; 2004.

Carvalho MRS, Guimardes RCG. Bases Genéticas das Doencas. In: FILHO GB. Bogliolo
Patologia. 8. ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan; 2011. p. 319-356.

Clayton EW: Ethical, legal and social implications of genomic medicine. N Engl J Med
2003 Aug;349:562-65.

Filho, Geraldo Brasileiro. Bogliolo Patologia. 8. Ed. Belo Horizonte: Guanabara Koogan,
2011.


http://www.ebah.com.br/content/ABAAABUu0AB/imunologia-18-imunodeficiencias-primarias
http://www.ebah.com.br/content/ABAAABUu0AB/imunologia-18-imunodeficiencias-primarias
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rocha%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12393699
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Franco%20RF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12393699
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Porcher%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12393699
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bittencourt%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12393699
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Silva%20WA%20Jr%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12393699
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Latouche%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12393699
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Devergie%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12393699
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Esperou%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12393699
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ribaud%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12393699
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Socie%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12393699
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zago%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12393699
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gluckman%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12393699
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12393699

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

62

Severo LC, Oliveira FM. Micoses. In: Focaccia, R ( Org.) et al. Veronesi: tratado de
infectologia. 4. Ed. Séo Paulo: Atheneu; 2009. v.2. p. 1415-1461.

Albuquergue R, Neto AP. Complicacdes do diabetes e principais co-morbidades. Diabetes
na pratica clinica e-book 2011[Acesso em 24 de abril de 2013]. Disponivel em:
http://www.diabetesebook.org.br/modulo-2/15-a-sindrome-do-pe-diabetico-e-aspectos-
praticos-e-fisiopatologia.

Reynolds WF, Stegeman CA, Tervaert JWC. 463 G/A Myeloperidase Promoter
Polynorphism Is Associated with Clinical Manifestations and Course of Disease in MPO-
ANCA-Associated Vasculitis. Clin Immunol. 2002 May;103:154-160.

Costa, RN, Conran, N; Albuquerque, DM, Soares PH, Saad,ST, Costa FF. Association of
the G-463A myeloperoxidase polymorphism with infection in sickle cell anemia.
Haematol 2005 Jul;90:7 977-979.

Klebanoff SJ. Oxygen metabolism and the toxic properties of phagocytes. Ann Intern
Med. 1980 Sep;93(3):480-9.

Makela R, Dastidar P, Jokela H, Saarela M, Punnonen R, Lehtimakl T. Effect of long-
term hormone replacement therapy on atherosclerosis progression in postmenopausal
women relates to myeloperoxidase promoter polymorphism. J Clin Endocrinol Metab.
2003 Aug;88(8):3823-8.

Katakami N, Kume S, Kaneto H, Uzu T, Kashiwagi A, Yamasakl Y, Maegawa H,
Shimomura L. Association of myeloperoxidase G-463A gene polymorphism with diabetic
nephropathy in Japanese type 2 diabetic subjects. Endocr J. 2013 Apr; 60(4):457-71.

Barnett JA, Paine RW, Yarrow D. Yeasts: Characteristics and ldentification. J Gen
Microbiol. 1982 Jun;128(6):1265-77.

De Hoog GS, Guarro J. Gené J. Figueras M J. Atlas of Clinical Fungi. 2.ed. Amer Society
for Microbiology; 2000. 1126p.

Kumar AP, Piedrafita FJ et al. Peroxisome proliferator- activated receptor gamma ligands
regulate myeloperoxidase expression in macrophages by an estrogen-dependent
mechanism involving the -463GA promoter polymorphism. J Biol Chem 2004
Fev;279(9): 8300-15.


http://www.diabetesebook.org.br/modulo-2/15-a-sindrome-do-pe-diabetico-e-aspectos-praticos-e-fisiopatologia
http://www.diabetesebook.org.br/modulo-2/15-a-sindrome-do-pe-diabetico-e-aspectos-praticos-e-fisiopatologia
http://www.sciencedirect.com/science/journal/15216616/103/2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=costa%252520rn%25255bauthor%25255d&cauthor=true&cauthor_uid=15996936
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6254418
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6254418
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12915675
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12915675
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12915675
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23268804
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Barnett+JA%2C+Paine+RW%2C+Yarrow+D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Barnett+JA%2C+Paine+RW%2C+Yarrow+D




63

6. CONSIDERACOES FINAIS

A partir da anélise dos dados obtidos neste estudo, pode-se concluir:

Os pacientes diabéticos avaliados desenvolveram apenas quadros clinicos de micoses

superficiais.

Onicomicose é a micose superficial prevalente em pacientes diabéticos, sendo estes

acometidos principalmente nas laminas ungueais dos pés.

Individuos do sexo feminino sdo mais acometidos por diabetes mellitus e micoses

superficiais, principalmente ao avancar da idade.

Observamos que ndo houve associagdo entre polimorfismos G463A da MPO e

susceptibilidade a micoses superficiais em individuos com diabetes mellitus.
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ANEXO | — Aprovacio do Comité de Etica

HCP

HOSPITAL
DE CANCER
DE PERNAMBUCO

DECLARACAO

Declaramos que o projeto de Pesquisa n° 62/2011 (CAAE: 0042.0.447.000-11)
intitulado: “SUSCEPTIBILIDADE AS MUCOSES NO DEBATES MELLITUS ASSOCIADA
AO POLIMORFISMO G463A DO GENE DA MIELOPEROXIDASE” apresentado pela
pesquisadora responsavel Jodo Carlos de Melo Araujo, foi aprovado nesta data, pelo
Comité de Etica e Pesquisa em Seres Humanos da Sociedade Pernambucana de Combate
ao Cancer - SPCC / Hospital de Cancer de Pernambuco - HCP.

Os autores deverao remeter copia do artigo publicado para arquivo na Biblioteca da
SPCC / HCP e terao que mencionar nas publicagbes a Instituicdo onde o trabalho foi

realizado.

Recife, 10 de abril de 2012.

G auber Leutéo
Coordenador
Comité de Etica em Pesquisa
Sociedade Pernambucana de Combate ao Cancer
Hospital de Cancer de Pernambuco
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ANEXO Il — Autorizacdo do Hospital Ermirio de Moraes

Prefeiturd do Recife
Secretaria de Saude
Diretoria Geral de Gestéo do Trabalho e Educagéo na Salde
Geréncia de Formagao e Educagao na Saude
Geréncia Operacional de Educagdo Permanente

Cl n°. 546 / 2011 - GOEP/GFES/DGGTES/SS

Recife, 11 de outubro de 2011.

Prezado(a) Senhor(a),

Informamos que o pesquisador do programa de pés-graduacdo em Patologia
da Universidade Federal de Pernambuco-UFPE, Jodo Carlos de Melo Aratijo, esta
autorizado a desenvolver o projeto de pesquisa, nesse servico, sob o
titulo:“Susceptibilidade as micoses no Diabetes Mellitus associada ao
polimorfismo G463A do gene da Mieloperoxidase”.

Solicitamos agendamento com o pesquisador para definicdo de cronograma
de realizag&o da pesquisa, considerando a disponibilidade do servigo.

Cordialmente,

Cristiana Almeida
Gerente Operacional de Educagéo Permanente

A Loy 4 i
a aimeiua
erente UBe Educ anents
eren 1, de Educad 0 Petm
Brente .

DGGT/SS Hatr- 89.

limo (a). Sr (a).
Geodrgia Albuquerque
Diretora do Distrito Sanitario Ill -~ : ¥

1




ANEXO |1l — Carta de anuéncia da Prefeitura do Recife — Secretaria de Saude

Prefeitura do Recife
Secretaria de Salude

CARTA DE ANUENCIA

Autorizo Jodo Carlos de Melo Aratjo, pesquisador do programa de pos-
graduagdo em Patologia da Universidade Federal de Pernambuco-UFPE, a
desenvolver pesquisa no Centro Médico Senador José Ermirio de Moraes do Distrito
Sanitario 1ll, da Secretaria de Salude do Recife, sob o titulo:“Susceptibilidade as
micoses no Diabetes Mellitus associada ao polimorfismo G463A do gene da
Mieloperoxidase”, sob orientagao de Rejane Pereira Neves.

Estarei ciente que me séo resguardados e abaixo listados:

= O cumprimento das determinagdes éticas da resolugdo 196/1996 do Conselho
Nacional de Saude.

= A garantia de solicitar e receber esclarecimentos, antes e durante o curso da
pesquisa;

= Aliberdade de recusar a participar ou retirar minha anuéncia, em qualquer fase
da pesquisa, sem penalizagao alguma;

= A garantia de que nenhuma das pessoas envolvidas sera identificada e tera
assegurado privacidade quanto aos dados envolvidos na pesquisa;

= Ndo haverd nenhuma despesa para a Secretaria de Salde do Recife
decorrente da participagdo na pesquisa.

= Q(s) pesquisador(es) comprometem-se a trazer para esta diretoria o relatério
final da pesquisa através de copia em Compact Disk (CD), uma vez que so
serdo autorizadas novas pesquisas se nao houver pendéncias de devolutiva do
servigo.

W

Tenho ciéncia do exposto e concordo em fornecer subsidios para a pesquisa. ’

Recife; 11 de outubro de 2011.

Ci;thkia-K‘alyﬁé de A. Alves
Diretora Geral de Gestéo do Trabalho e Educagdo na Satde

CenT:O Médicn Senador

iatr. 89.642-0 Erite wa_l / (_)S'l_g_:
. NAO—

Tons . 3355262
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ANEXO IV — Modelo de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

abaixo assinado, dou 0 meu consentimento livre e esclarecido para participagdo no projeto
de pesquisa intitulado: Susceptibilidade as Micoses no Diabetes Mellitus Associada ao
Polimorfismo G463A do gene da Mieloperoxidase.

A pesquisa € coordenada por Jodo Carlos de Melo Aradjo, a quem poderei contactar /
consultar a qualquer momento que julgar necessério através do telefone n° (82) 99769495
ou e-mail jcpatologia@uol.com.br

1. O objetivo da pesquisa € avaliar uma alteracdo no gene responsavel pela producdo da
mieloperoxidase (enzima que participa na defesa do organismo), e identificar se pacientes
com diabetes melitus tém alteracdo neste gene, estando ele mais propenso a apresentar
infeccdo por fungos - através de um exame laboratorial chamado PCR (reacdo de
polimerase em cadeia).

2. A coleta do material para estudo segue 0s seguintes passos: (a) Serdo obtidos material
subungueal (onde sera raspado com espatula propria embaixo da unha); (b) Sera colhido
sangue dos pacientes (exame de PCR); (c) O resultado do exame sera entregue ao médico
responsavel para que este lhe informe, assim como uma cdépia do resultado também estara
disponivel ao participante do estudo e poderé ser requerida ao médico responsavel; (d) Apds
andlise de varios casos, esperamos ter informacdo sobre a frequéncia de pacientes
diabéticos que apresentem infeccdo fungica e que tenham um defeito no gene da
mieloperoxidase, e assim contribuir com medidas para a melhor tratamento.

3. Afirmo que aceitei participar por minha prépria vontade, sem receber qualquer incentivo
financeiro e com a finalidade exclusiva de colaborar para o sucesso da pesquisa, assim como
fui informado(a) dos objetivos estritamente académicos deste estudo. As informagdes
colhidas durante o estudo terdo carater confidencial e informacdes pessoais ndo serao
divulgadas.

4. Estou livre para interromper o estudo e retirar o consentimento de minha participacédo a
gualquer momento durante a pesquisa, se assim desejar, por qualquer motivo, estando
ciente de que tal fato n&o ir4 alterar a qualidade nem meus direitos quanto ao atendimento e
tratamento necessario;

5. Fui também esclarecido(a) de que o uso das informac¢des por mim oferecidas estao
submetidos as normas éticas destinadas a pesquisa envolvendo seres humanos, da
Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) do Conselho Nacional de Satde (CNS),
do Ministério da Saude (MS). Compreendo que minha identidade ser4 mantida em sigilo e
gue os resultados da pesquisa poderdo ser apresentados em eventos e publicacdes
cientificas.

6. Riscos e Beneficios
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Riscos: Ocorréncia de desconforto durante a coleta sanguinea.

Beneficios: Possibilidade de identificacdo e confirmacdo da infec¢cdo por fungo nos
pacientes diabéticos, assim como identificar a alteracdo genética do paciente, o que ira
fortalecer a necessidade de novas pesquisas.

7. Estou ciente de que, caso eu tenha davidas ou me sinta prejudicado(a), poderei entrar em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Sociedade Pernambucana de Combate ao
Cancer / Hospital de Cancer de Pernambuco, situado na Av. Cruz Cabugéa, 1597 — Santo
Amaro/Recife — (081) 32178197, para apresentar recursos ou reclamacfes em relagdo a
pesquisa, o qual tomard as medidas cabiveis.

8. O pesquisador principal da pesquisa me ofertou uma coOpia assinada deste Termo de
(}onsentimento Livre e Esclarecido, conforme recomendacdes da Comissdo Nacional de
Etica em Pesquisa (CONEP).

Recife, de de 2012.

Participante:

Testemunha:

Testemunha;

Assinatura do(a) pesquisador(a):




82

Normatizacdo Adotada

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias da Saude
Programa de Pds Graduagdo do Centro de Ciéncias da Salde
Av. Professor Moraes Rego s/n — Cidade Universitaria — CEP: 50670-901 — Recife-PE

| - REGULAMENTAC}AO DA DEFESA
O aluno do Programa da P6s-Graduagéo /CCS/UFPE deve:

1 Apresentar a dissertacdo em formato de artigos*, dos quais pelo menos um artigo deve ser
enviado para publicacdo em revista indexada no minimo como Qualis Nacional A da
CAPES. O formato de apresentacdo dos artigos segue as normas de “instrucfes aos
autores” das Revistas que serdo submetidos. A revisdo da literatura pode ser apresentada
sob a forma de artigo de revisao a ser submetido a publicacéo.

2 Apresentar a tese em formato de artigos, dos quais pelo menos dois artigos devem estar
submetidos a publicacdo em revistas indexadas no minimo como Qualis Nacional A da
CAPES. O formato de apresentacdo dos artigos segue as normas de “instrugdes aos
autores” das Revistas que sdo submetidos (apresentar comprovantes para a defesa de tese).
A revisdo da literatura pode ser apresentada sob a forma de artigo de revisdo também
submetido a publicacao.

Il - NORMAS DA APRESENTACAO!

Estrutura Ordem dos Elementos

1.1 Capa
1.2 Lombada
1.3 Folha de rosto
1.4 Errata (opcional, se for o caso)
1.5 Folha de aprovacéo

1. Pré- textuais 1.6 Dedicatoria(s)

Elementos que antecedem o texto com informagdes que ajudam na identificacéo e utilizagéo do trabalho 1.7 Agradecimento(s)
1.8 Epigrafe (opcional)
1.9 Resumo na lingua vernacula
1.10 Resumo em lingua estrangeira
1.11 Lista de ilustracdes
1.12 Lista de tabelas
1.13 Lista de abreviaturas e siglas
1.14 Lista de simbolos
1.15 Sumério
2.1 Apresentacéo
2. Textuais 2.2 Reviséo da literatura (ou artigo de revisdo)

2.3 Métodos
2.4 Resultados - Artigo (s) original (ais)
2.5 Consideracoes finais

3.Pés-textuais 3.1 Referéncias

Elementos que complementam o trabalho 3.2 Apéndice (s)

3.3 Anexo (s)

?Adaptadas segundo as recomendacdes da ABNT NBR 14724, 2005
(NBR 14724: informacéo e documentacdo: trabalhos académicos: apresentacdo. Rio de Janeiro, 2005).



