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“A vida sem ciéncia € uma espécie de morte”
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Resumo

A Sucrase - Isomaltase é uma glicoproteina integral de membrana codificada
pelo gene Sucrase - Isomaltase ( Sl ; 3925 - 926 ) , exclusivamente expressa
nas microvilosidades do intestino delgado e responsavel pela digestao terminal
de sacarose e amido . Sabe-se que em Diabetes Mellitus ha um aumento na
atividade de dissacaridases, incluindo a sucrase-isomaltase , mas até agora
nenhum estudo de associagao foi descrito entre a expressao aumentada e / ou
atividade da sucrase - isomaltase e polimorfismos do gene SI. Estudos de
associacdo do genoma inteiro identificaram loci associados com diabetes, entre
essas regifes de associacdes esta o cromossomo 3 . O objetivo deste estudo
foi verificar a associacdo entre o gene Sl e os trés tipos de Diabetes Mellitus
(tipo 1, tipo 2 e gestacional) por genotipagem de SNPs em estudo caso-
controle. 865 amostras de caso-controle foram genotipadas para trés tag SNPs
no gene Sl ( rs4557160 , rs7626281 e rs13095976 ) . Embora as frequéncias
alélicas e genotipicas terem sido semelhantes em pacientes e controles, trés
haplétipos de predisposicdo ao diabetes tipo 2 e um haplétipo de predisposicéo
ao diabetes gestacional foram encontrados . Trés haplétipos de protecdo foram
encontrados, um para diabetes gestacional e dois para diabetes tipo 2.
Considerando estes resultados, sugerimos: 1) Como existem diferencas nas
frequéncias de haplétipos entre casos e controles, estes haplétipos
representam uma regido de associagdo, assim, outra variante ou regido, em
desequilibrio de ligacdo com esses haplétipos, pode ser responsavel por
contribuir para fenétipo de diabetes tipo 2 e diabetes gestacional . 2) Esses
haplétipos podem ter um efeito regulador sobre a expressao do gene que esta
associado com diabetes tipo 2 e diabetes gestacional .

Palavras-Chave: Diabetes Mellitus , gene SlI, tag SNPs



Abstract

Sucrase-Isomaltase is an integral membrane glycoprotein encoded by Sucrase-
Isomaltase gene (SI; 3925-g26), exclusively expressed in the brush border
membrane of small intestine and responsible for terminal digestion of sucrose
and starch. It is known that in Diabetes Mellitus there is an increase in activity of
dissacaridases, including Sucrase-lsomaltase, but so far no association study
between increased expression and/or activity of sucrase-isomaltase and
polymorphisms of S| gene has been described. Genome-wide association
studies have identified susceptibility loci associated with diabetes, among these
regions of associations is chromosome 3. The objective of this study was to
verify the association between S| gene and three types of Diabetes Mellitus
(Type 1, Type 2 and Gestational) by genotyping of SNPs in case-control study.
865 case-control samples were genotyped for three tag SNPs in the Sl gene
(rs4557160, rs7626281 and rs13095976). Although allele and genotype
frequencies were similar in patients and controls, three haplotypes of
predisposition to Type 2 Diabetes and one haplotype of predisposition to
Gestational Diabetes were found. Three protective haplotypes were found, one
for Gestational Diabetes and two for Type 2 Diabetes. Considering these
results, we suggest: 1) As there are differences in the frequencies of haplotypes
between cases and controls, this haplotypes represent one region of
association, so another variant or region, in linkage disequilibrium with these
haplotypes, can be responsible for contribute for phenotype of Type 2 Diabetes
and Gestational Diabetes. 2) These haplotypes have a regulatory effect on
gene expression that is associated with Type 2 Diabetes and Gestational

Diabetes.

Keywords: Diabetes Mellitus, Sl gene, tag SNPs
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1 INTRODUCAO

O Diabetes Mellitus (DM) é caracterizado como uma sindrome de
etiologia multipla decorrente da falta de insulina e/ou da incapacidade da
insulina de exercer adequadamente seus efeitos. Caracteriza-se por
hiperglicemia crénica, com distarbio no metabolismo de carboidratos, lipideos e
proteinas, frequentemente acompanhada de dislipidemia, hipertenséo arterial,
disfuncéo endotelial e obesidade. As consequéncias do DM em longo prazo
decorrem de alteracdes micro e macrovasculares que levam a disfuncéo, dano
ou faléncia de varios 6rgaos. As complicacfes crbnicas incluem a nefropatia,
com possivel evolucdo para insuficiéncia renal, a retinopatia, com a
possibilidade de cegueira, neuropatia, risco de Ulceras nos pés, amputacdes,
artropatia de Charcot e manifestacbes de disfuncdo autondmica, incluindo
disfuncéo sexual.

A Sucrase-lsomaltase é uma glicoproteina integral de membrana
codificada pelo gene Sl (3925-g26), exclusivamente expressa nhas
microvilosidades da membrana do intestino delgado e responsavel pela
digestdo terminal da dieta de sacarose e amido. Sabe-se que no Diabetes
Mellitus tipos 1 e 2 h4 um aumento na atividade de dissacaridases, incluindo a
Sucrase-lsomaltase, porém nenhum polimorfismo resultando no aumento da
expressdo e/ou atividade foi descrito até o momento. No entanto, foi
encontrada, em trabalho anterior realizado por nosso grupo de pesquisa,
associacao entre dois SNPs (rs7624915 e rs4387996) a jusante do gene BCHE
(3926.1-926.2) e diabetes mellitus tipo 1, sugerindo possivel associacdo com
variante em gene a jusante do gene BCHE. Outro estudo de associacdo entre
diabetes mellitus gestacional com variantes a jusante do gene BCHE, indicou
tendéncia do SNP rs7624915 diferir entre casos e controles. Outro achado
importante em estudos de associacdo foi a identificagdo de um loco de
susceptibilidade ao DM do tipo 1 (IDDM9) localizado no cromossomo 3
(3922.3-g25.1). Estes resultados apontam para alguma variante a jusante do
gene BCHE que possa estar associada ao diabetes mellitus tanto nos tipos 1 e

2 como no diabetes gestacional. Assim, pela sua funcionalidade e localizagéo,



0 gene Sl torna-se um bom candidato para o estudo com SNPs objetivando a
busca da real associagao funcional.

Para verificar associacdo do gene Sl e diabetes tipos 1, 2 e gestacional foi
realizado um estudo caso-controle com tag-SNPs dentro do gene S| que

capturam grande parte dos alelos do gene (r* = 0.929).



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Diabetes Mellitus — Aspectos Gerais

Caracterizada como uma sindrome de etiologia multipla, o diabetes
mellitus (DM) € decorrente da falta de insulina e/ou da incapacidade da insulina
de exercer adequadamente seus efeitos. Caracteriza-se por hiperglicemia
cronica, com distarbio no metabolismo de carboidratos, lipideos e proteinas,
frequentemente acompanhada de dislipidemia, hipertensdo arterial, disfuncéo
endotelial e obesidade. As consequéncias do DM em longo prazo decorrem de
alteracdes micro e macrovasculares que levam a disfuncdo, dano ou faléncia
de varios orgaos. As complicagfes cronicas incluem a nefropatia, com possivel
evolucdo para insuficiéncia renal, a retinopatia, com a possibilidade de
cegueira, neuropatia, risco de Ulceras nos pes, amputacdes, artropatia de
Charcot e manifestacdes de disfuncédo autondmica, incluindo disfungéao sexual.

Individuos com diabete apresentam risco maior de doenca vascular
aterosclerotica, como doenca coronariana, doenca arterial periférica e doenca
vascular cerebral. Os sintomas decorrentes de hiperglicemia acentuada
incluem perda de peso, politria, polidipsia, embagamento na visdo, infeccoes
repetidas na pele ou mucosas, dificil cicatrizacdo, fadiga e dores nas pernas
por causa da ma circulacdo. Mesmo em individuos assintomaticos podera
haver hiperglicemia discreta, porém em grau suficiente para causar alteracdes
funcionais ou morfoldgicas por um longo periodo antes que o diagndéstico seja
estabelecido. Em suas formas mais severas, um estado de cetoacidose pode
desenvolver estupor, coma e, na auséncia de tratamento adequado, pode levar
a morte. Em alguns casos ndo ha sintomas e nestes casos 0 paciente pode
passar muitos meses ou até anos para descobrir a doenca. Os sintomas muitas
vezes sdo vagos, como formigamento nas méaos e pés. Por isso a importancia
de se pesquisar o diabete em todas as pessoas com mais de 40 anos de idade
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2010).

A influéncia de fatores ambientais nesta doenca é evidente, esses
fatores podem ser agrupados em fatores de susceptibilidade introduzidos no

ambiente (infeccdo viral, dieta, exposicdo a nitratos), e fatores de protecéo



removidos do ambiente (“hipdtese higiénica”, deficiéncia de vitamina D)
(MERRIMAN et al., 2009).

As classificacbes e os critérios diagndsticos para o Diabetes Mellitus
sofreram modificacfes desde a década de 1980, objetivando a classificacéo
etiologica adequada, para o estabelecimento da melhor terapia e do
diagnostico precoce, para se prevenir o aparecimento de complicacfes
crbnicas. A classificacdo atualmente recomendada utiliza os estagios clinicos
do DM, desde a normalidade, passando por tolerancia a glicose diminuida e/ou
glicemia em jejum alterada, até o DM propriamente dito. A nova classificacéo,
baseada na etiologia do DM, elimina os termos diabete melito insulino-
dependente (IDDM) e néo insulino-dependente (NDDM) e sugere as seguintes
classes clinicas: 1) Diabetes Mellitus do tipo 1 ou imunomediado; 2) Diabetes
Mellitus do tipo 2; 3) Outros tipos especificos de Diabetes Mellitus e; 4)
Diabetes Mellitus gestacional (PROJETO DIRETRIZES, 2004).

2.1.1 Diabetes Mellitus Tipo 1

O DM do tipo 1 (DM1l) é uma doenca auto-imune que resulta
primariamente da destruicdo das células beta pancreaticas e tem tendéncia a
cetoacidose. Os marcadores da destruicdo imune incluem os auto-anticorpos
contra as células das ilhotas, contra a insulina e contra a descarboxilase do
acido glutamico (PROJETO DIRETRIZES, 2004). Corresponde de 5% a 10%
do total de casos de diabete e tem incidéncia muito variavel, podendo ir de
0,1/1.000.000/ano em uma regido do interior da China a mais de
40/100.000/ano na Finlandia. Esta grande variagao na incidéncia do DM1 entre
os diferentes grupos étnicos provavelmente decorre de diferencas nos fatores
genéticos e ambientais (DIB et al, 2008).

A incidéncia do DM1 estd aumentando nas popula¢cdes mundiais nos
altimos anos, especialmente entre criancas de 0 a 4 anos (ATKINSON et al,
2001). Esses dados sugerem a participacdo de fatores ambientais no
desenvolvimento do DM1. Fatores ambientais mais especificamente implicados
sdo: a dieta (leite bovino, cereais e deficiéncia de vitamina D ou de acidos
graxos ligados ao 0Omega-3); viroses (enteroviroses); sedentarismo e



obesidade. Os dois ultimos podem possibilitar a ocorréncia simultanea de

resisténcia a insulina e de auto-imunidade antiilhotas (“diabetes duplo”)
(LIBMAN E BECKER, 2003).

2.1.2 Diabetes Mellitus Tipo 2

DM do tipo 2 (DM2) resulta, em geral, de graus variaveis de resisténcia a
insulina e deficiéncia relativa de secrecéo de insulina. A maioria dos pacientes
tem excesso de peso e a cetoacidose ocorre apenas em situacdes especiais. O
diabetes tipo 2 é cerca de 8 a 10 vezes mais comum que o tipo 1 e pode
responder ao tratamento com dieta e exercicio fisico, somente em alguns
casos necessitando de medicamentos orais (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DIABETES, 2010).

Na maioria dos casos, o DM2 ocorre a partir dos 40 anos de idade.
Abrange 85% a 90% do total de casos de diabetes, sendo que sua incidéncia
vem crescendo entre criancas e jovens, em associacdo ao aumento da
incidéncia de obesidade, o0 que pode causar ou agravar a resisténcia a insulina
(OLIVEIRA, 2006). Sua etiologia especifica ndo estd claramente estabelecida
como no diabetes do tipo 1, mas sabe-se que a destruicdo auto-imune do
pancreas ndo estd envolvida (GROSS et al., 2002). Além disso, a0 menos
inicialmente, e com frequéncia, ao longo da vida, esses individuos néo
necessitam do tratamento com insulina para sobreviverem (AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2002). Devido a alimentacdo inadequada e ao
sedentarismo crescente em nossos dias, o diabetes tipo 2 tem se tornado uma
epidemia mundial, trazendo consigo aumento na ocorréncia de complicacdes
microvasculares (neuropatia, nefropatia e retinopatia) e macrovasculares
(infarto agudo do miocardio e acidente vascular cerebral).

Apesar de novas opcoes terapéuticas terem surgido na ultima década,
essas complicacdes ndo tém diminuido como esperado. Embora passivel de
prevencdo, em muitos pacientes, o aparecimento dessas complicacdes
cronicas €, atualmente, quase inevitavel. Logo, a prevencao se torna a medida
mais importante, e isso inclui principalmente a mudanca nos habitos

alimentares, diminuindo a ingestéo de gorduras totais e saturadas, aumento na



ingestdo de fibras e exercicios fisicos para consequiente perda de peso.
(PROJETO DIRETRIZES, 2006).

2.1.3 Outros tipos especificos de  Diabetes

Os outros tipos especificos de diabetes mencionados anteriormente
baseados na classificacdo do Projeto Diretrizes ocorrem com menor

frequéncia, sendo listados mais detalhadamente abaixo.

2.1.3.1 Diabetes Secundario ao Aumento de Func¢éo das Glandulas
Enddécrinas

Em determinadas doencas glandulares, quando ocorre aumento de
funcdo, a acdo da insulina é de alguma maneira dificultada ou prejudicada,
aparecendo diabetes em pessoas de alguma maneira predispostas. E o que
pode ocorrer, por exemplo, com doencas da tire6ide, doenca de Cushing da
suprarenal, acromegalia ou gigantismo da hipofise. Também pode aparecer na
presenca de tumores do sistema nervoso simpatico (feocromocitoma) e de
células alfa do péancreas (glucagonoma) (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DIABETES, 2010).

2.1.3.2 Diabetes Secundario a doengas Pancreéticas

Doencas que causam dano ao Pancreas afetam a producéo de insulina.
Retirada cirdrgica de 75% do pancreas, pancreatite cronica (inflamacao
geralmente causada pelo alcoolismo cronico) e destruicdo pancreatica por
depdsito de ferro denominado hemocromatose (extremamente rara). Nesses
casos, o diabete esta associado a diarréia com perda de gordura nas fezes,
pois 0 pancreas, extensamente afetado, ndo produz enzimas digestivas
suficientes (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2010).



2.1.3.3 Resisténcia Congénita ou Adquirida a Insuli  na

A producédo de insulina fica aumentada, porém com acao ineficaz por
causa da diminuicdo ou defeito de receptores celulares, em tecido gorduroso,
musculo e outros. Essas anormalidades, quando congénitas, podem ser defeito
dos receptores de insulina e presenca de anticorpos anti-receptores
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2010).

2.1.3.4 Diabetes Associado a Poliendocrinopatias Auto-Imunes

Ocorrem em casos onde existem anticorpos anticélulas de ilhotas
pancreatica produtoras de insulina (Tipo 1). Destes, 20% apresentam
anticorpos contra tiredide e (menos freqientemente) anticorpos contra supra-
renal, mucosa do estbmago, musculo e glandulas salivares, além da ocorréncia
de vitiligo, alopecia (intensa queda de cabelos), hepatite cronica e candidiase
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2010).

2.1.3.5 Diabetes Associado a Desnutri¢cdo e Fibrocalculoso

Ocorre em jovens de paises tropicais com baixa ingestdo protéica,
freqientemente associada a alimentos que contém cianetos, como a mandioca
amarga. Esta associacdo pode causar dano pancreético, com destruicdo das
ilhotas e diminuicdo da producdo de insulina (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DIABETES, 2010).

2.1.3.6 Diabetes Relacionados a Anormalidade da Insulina
(Insulinopatias)

Uma alterac&o na estrutura molecular da insulina prejudica a sua funcao.
Aplicando-se insulina, controla-se o diabetes (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DIABETES, 2010).



2.1.3.7 Diabetes Tipo LADA (Diabetes Latente Auto-i mune em Adultos)

O LADA caracteriza-se pelo surgimento tardio do Diabetes Mellitus do
Tipo 1 e atinge entre 2 e 12% dos casos, ou seja, 1,4 milhdo de pessoas no
Brasil. O LADA costuma ser confundido com DM2 e sua maior incidéncia
concentra-se em pacientes entre 35 e 60 anos, magros e com cetose. O seu
diagnostico é feito pelo teste do anticorpo anti-descarboxilase do &cido
glutamico (GAD). A hereditariedade do diabetes tipo 1, doencas de Hashimoto
e Graves devem ser levadas em conta num historico familiar. Atualmente, néo
h4 um consenso na literatura médica para o tratamento do LADA. A
manutencdo do controle de glicemia € o principal objetivo do tratamento do
portador do LADA. Um aspecto que deve ser levado em conta € a progressao
lenta para a insulino-dependéncia, assim como um risco maior de
complicagbes cardiovasculares para esses pacientes (SOCIEDADE

BRASILEIRA DE DIABETES, 2010).

2.1.4 Diabetes Mellitus Gestacional

Diabetes Mellitus Gestacional (DMG) é definido como qualquer nivel de
intolerancia a carboidratos, resultando em hiperglicemia de gravidade variavel,
caracterizado pela insuficiéncia na funcéo das células  pancreaticas em captar
as particulas de insulina disponiveis (BUCHANAN et al., 2007), com inicio ou
diagnostico durante a gestagcdo. Sua fisiopatologia é explicada pela elevagéo
de hormonios contra-reguladores da insulina, pelo estresse fisiolégico imposto
pela gravidez e a fatores predeterminantes (genéticos ou ambientais). O
principal hormdnio relacionado com a resisténcia a insulina durante a gravidez
€ 0 hormodnio lactogénico placentario, contudo, sabe-se hoje que outros
horménios hiperglicemiantes como cortisol, estrogeno, progesterona e
prolactina também estdo envolvidos.

A gestacdo € um estado hiperinsulinémico caracterizado por uma
diminuicdo da sensibilidade a insulina, parcialmente explicada pela presenca
de horménios diabetogénicos, tais como a progesterona, o cortisol, a prolactina

e 0 hormdnio lactogénico placentario. Os niveis glicémicos de jejum tendem a



ser mais baixos na gestante, contudo, os valores pos-prandiais sdo mais altos,
sobretudo naquelas em que ndo ha aumento adequado da liberacédo de insulina
(MAGANHA et al., 2003). O DMG é considerado uma patologia grave, uma vez
que pode provocar o nascimento de fetos macrossémicos, pré-eclampsia e
ainda morte perinatal (SCHMIDT et al., 2001). No Brasil, o Ministério da Saude,
a Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD) e o Grupo de Trabalho em Diabetes
e Gravidez (GTDG) recomendam que o rastreamento dessa enfermidade seja
universal - a partir da vigésima semana de gestacdo (DODE E SANTOS, 2009).

Dependendo da populacdo estudada e dos meios diagnosticos
utilizados, a incidéncia de intolerancia a glicose ira variar entre 3 e 10% das
gestacoes, embora 80% ou mais desses casos apenas se apresentem durante
a gravidez com rapidos episddios de hiperglicemia (LOBATO, 2002). Pacientes
com DMG assemelham-se a pacientes com Diabetes Mellitus do tipo 2, ja que
apresentam uma diminui¢do ainda mais acentuada da sensibilidade periférica a
insulina, além de uma secrecédo diminuida de insulina, explicando os picos pés-
prandiais. Entretanto, a fisiopatologia do DMG nao esta totalmente elucidada.
Se todas as gestantes fossem resistentes a insulina, a incidéncia do DMG seria
superior aos niveis encontrados (MAGANHA et al., 2003).

Alguns fatores s&@o considerados de risco para o DMG tais quais: 1)
idade superior a 25 anos; 2) obesidade ou ganho excessivo de peso na
gravidez atual; 3) deposicao central excessiva de gordura corporal; 4) histéria
familiar de diabetes em parentes de 1° grau; 5) baixa estatura (1,50cm); 6)
crescimento fetal excessivo, hipertensdo ou pré-eclampsia na gravidez atual; 7)
antecedentes obstétricos de morte fetal ou neonatal, de macrossomia ou de
diabetes mellitus gestacional (REICHELT et al., 2002). Mulheres com menos de
25 anos de idade, com peso corpdreo normal, que nao apresentem historico
familiar para o diabetes, historico de metabolismo anormal de glicose ou ainda
de insucesso obstétrico e ndo sejam membros de grupo étnico com alta
prevaléncia de diabetes constituem um grupo com menor risco de desenvolver
intolerancia a glicose. No Brasil adotou-se como critério diagnéstico de DMG o
teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) — 100 g, caracterizando como
hiperglicemia na gestacdo (HGG) a determinacéo glicémica das 8h (basal) as

18h a cada duas horas, mantendo-se ingestdo de uma dieta geral com 2.840
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kcal, fracionada em desjejum, almogco e lanche. Sao considerados valores
normais os menores do que 90 mg/dL e 130 mg/dL para as condi¢des de jejum
e poés-prandiais, respectivamente. (SILVA et al., 2003). Pelos critérios
apresentados pela American Diabetes Association (2004), duas medidas
excedendo esses valores ja sdo suficientes para a detec¢cdo do DMG. O teste é
uma medida da capacidade das células B de secretar insulina e da capacidade
da insulina de reduzir a concentracdo de glicose no sangue (FOX, 2007).

Mulheres apresentando muitas caracteristicas consideradas de risco
para o DMG devem ser acompanhadas desde a primeira visita pré-natal,
devendo ser submetidas ao teste de verificagdo dos niveis de glicose. Se as
dosagens compativeis com o diagnéstico de DMG nao forem observadas no
primeiro teste, mas a paciente apresentar fatores de risco a doenca, ela devera
ser acompanhada até a 242 - 282 semana de gestacdo. Na presenca de
hiperglicemia, o diagnéstico deve ser confirmado em um dia subsequente
(American Diabetes Association, 2004).

Deve-se salientar que nao é pequena a quantidade de problemas que
contribuem para a mortalidade perinatal em gestacdes diabéticas, dentre os
guais podem ser citados macrossomia, traumatismos decorrentes do parto,
hipoglicemia, hipocalcemia, ictericia, distirbios respiratérios, malformacdes
congénitas, policitemia com hiperviscosidade sanguinea, hipertrofia cardiaca,
hipomagnesemia, natimortalidade, crescimento intrauterino retardado, entre
outros. Em longo prazo, a prole resultante de gestacées complicadas pelo
diabetes pode sofrer de obesidade, diabetes e déficits neuropsicolégicos
(LOBATO, 2002).

Em estudo realizado no Canada, com mulheres nos periodos pré e pos-
parto, foram identificados quatro grupos metabolicamente distintos de
tolerancia a glicose na gravidez, cujas diferencas na sensibilidade a insulina,
funcdo das células B e no metabolismo da glicose persistiram nos trés meses
apos o parto. Observa-se ainda que qualquer grau anormal na homeostase da
glicose na gravidez (ndo apenas no DMG) prediz intolerancia a glicose nos trés
meses apos o parto. Assim, o rastreamento de DMG no periodo pré-parto €
importante para identificacdo de risco futuro de pré-diabetes e diabetes do tipo
2 (RETNAKARAN et al, 2008). Outro estudo realizado na Dinamarca
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evidenciou que um ambiente intra-uterino hiperglicémico parece estar
primariamente envolvido na patogénese do Diabetes Mellitus do tipo 2/pré-
diabetes. Este estudo foi realizado observando-se a descendéncia adulta de
mulheres caucasianas com DMG em tratamento nutricional ou diabetes do tipo
1 durante a gravidez (CLAUSEN et al., 2008).

2.2 Base Genética do Diabetes Mellitus

O Diabetes Mellitus € uma doenca multifatorial e sua etiologia esta

relacionada com varios genes e grande influéncia de fatores ambientais.

2.2.1 Diabetes Mellitus tipo 1

Em DM1 hé forte agrupamento de afetados em uma mesma familia, com
a taxa de recorréncia entre irm&os de 6%, e a taxa de concordancia entre
gémeos monozigoéticos de 30% - 70% (TODD, et al.,1990; KYVIK, et al., 1995,
LAINE, et. Al., 2004).

Muitos estudos tém sido feitos visando identificar os fatores genéticos
para a susceptibilidade ao DM1, fazendo com que essa desordem seja uma
das mais bem estudadas entre as doengas complexas. (ALIZADEH et al.,
2008).

Muitos genes candidatos foram estudados para o DM1 nas ultimas
décadas, mas somente alguns poucos comprovadamente estdo associados a
desordem. Muitas das associac¢des significativas iniciais ndo foram confirmadas
em estudos independentes, algumas outras foram confirmadas
inconsistentemente, e somente algumas se mostraram consistentemente
associadas por diferentes trabalhos, identificando fatores de risco para o DM1.
Estudos com microssatélites encontraram ligacdo de DM1 com 18 regides (Loci
IDDM1 — IDDM18). Sendo IDDM1 (6p21) o maior loco de suscetibilidade ao
DM1, nele encontram-se genes DQB1, DQA1l e DRB1 do complexo MHC,
responsaveis por aproximadamente 50% do risco genético para o
desenvolvimento da doenca. Em segundo lugar esta o loco IDDM2 (11p15),

proximo ao gene da Insulina (INS). VNTRs antes do gene possuem forte
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associacao funcional (MEIN et. al., 1998; LAINE et. al., 2004). LAINE et al.,
(2004) estudaram ligacado de quatro microssatélites no loco IDDM9 (D3S1269,
D3S3576, D3S3620, D3S1303) e encontraram o maior valor de lod escore para
o marcador D3S3576, proximo do gene CD86 responsavel por codificar uma
proteina ligante das células T apresentadoras de antigeno (CTLAA4).
Funcionalmente, a interacdo de CD86 com CTLA diminui a resposta imune.
MEIN et al., (1998) encontraram dois picos de lod score correspondentes aos
microssatélites D3S1576 e D3S1279, que abrangem a regido 3¢22-g25,
sugerindo uma boa regido para caminhada em busca de real associacéo
funcional.

Em trabalhos anteriores da nossa equipe de pesquisa (LEPIENSKI,
2004; OLIVEIRA, 2006), foram encontradas associacdes entre a idade de
aparecimento do DM1 e variagdes no gene BCHE (3g26.1-g26.2) da
butirilcolinesterase humana. LEPIENSKI et al.,, (2004) mostraram que 0S
portadores da variacdo K (nucleotideo 1615) apresentam risco aumentado de
apresentar DM1 com idade < 12 anos. Ao estudar as variacées do nucleotideo
-116 do exon 1 desse gene, em conjunto com as variacdes do nucleotideo
1615 (exon 4), OLIVEIRA (2006) mostrou que a presenca conjunta de -116A e
da mutacdo K aumenta ainda mais o risco do aparecimento precoce do DM1.
Entretanto, a autora ndo descarta a possibilidade de um outro gene préximo e
em desequilibrio de ligacdo com essas variantes, ser o responsavel pelo
aparecimento precoce.

FERNANDES (2010) encontrou associacdo com dois tag-SNPs a
jusante do gene BCHE (3g26.1-26.2) e a montante do gene Sl (3925-g26),
gene que se encontra parcialmente dentro da regido de ligacdo IDDM9. Esses
achados sugerem esta regido como boa candidata para estudos de associagéo
com tag-SNPs.

2.2.2 Diabetes Mellitus tipo 2

Os fatores genéticos no DM2 tém um papel importante, evidenciado pela
alta taxa de concordancia em gémeos idénticos (VOGEL E MOTULSKY, 2000).
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Uma historia de diabetes do tipo 2 em parentes de primeiro grau duplica o risco
ao diabete (ELBEIN, 1997).

No momento, sdo conhecidos alguns genes implicados em formas
monogénicas de diabetes (MODY, diabetes mitocondrial), no entanto, nas
formas mais comuns e de carater poligénico, sabe-se apenas de poucos genes
que sdo associados a doenca de uma forma reprodutivel nos diferentes grupos
populacionais estudados. Cada um destes poligenes apresenta um papel
isolado muito pequeno, atuando na modulacdo de fenotipos associados ao
diabetes (REIS E VELHO, 2002).

Segundo uma meta-andlise publicada no ano de 2009, alguns genes
podem ser considerados para a melhor compreensédo das bases genéticas do
diabetes do tipo 2. O primeiro gene candidato a ser fortemente associado a
doenca foi o TCF7L2, que foi avaliado em outros estudos com pacientes de
outras etnias. Os genes IGF2BP2, CDKAL1, CDKN2A/B, HHEX, SLC30AS8 e
KCNJ11 mostraram associacdo em japoneses; 0s genes IGF2BP2, SLC30A8,
HHEX, CDKAL1, CDKN2A/B e FTO, em asiaticos de Hong Kong e da Coréia,
CDKAL1, CDKNZ2A/B, HHEX e SLC30A8 em chineses da etnia Han; e
IGF2BP2, PPARG2 e FTO em indios Siques (SANGHERA et al., 2009), entre
outros estudos.

Uma variedade de fatores ambientais pode estar envolvida na expressao
clinica do diabetes do tipo 2, tais quais, grau e tipo de obesidade,
sedentarismo, mé& nutricdo nos periodos fetal e perinatal e diferentes tipos de
drogas tais quais esterdides, diuréticos e agentes anti-hipertensivos. Ressalta-
se que a obesidade, um dos chamados determinantes ambientais para esta
doenca, esta claramente sob controle genético (VELHO E FROGUEL, 1997).

Como a obesidade e o diabetes mellitus do tipo 2 aparecem
frequentemente associados, acredita-se que possam apresentar genes em
comum para explicar sua base genética. Estes genes desfavoraveis atuam em
fendtipos intermediarios do diabetes que irdo influenciar na homeostase
glicidica como massa gordurosa, sensibilidade a insulina, padréo secretorio da
insulina (REIS E VELHO, 2002).
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2.2.3 Diabetes Mellitus Gestacional

Existem relativamente poucas pesquisas que visam compreender as
bases genéticas do Diabetes Mellitus Gestacional. Dentre os fatores que
dificultam os estudos genéticos desta patologia estdo encontrar e acompanhar
mulheres que pretendam ficar gravidas — o acompanhamento no periodo
anterior a gravidez é importante, ja que é feito todo um estudo baseado no
historico das pacientes; e encontrar familias com multiplos casos de DMG, o
que esta parcialmente relacionado a baixa prevaléncia da doenca (WATANABE
et al., 2007). Sabe-se que entre mulheres com risco prévio para o DMG,
aguelas com histérico familiar de Diabetes Mellitus do tipo 2, mais
provavelmente apresentam nao apenas fatores de risco para doencas
cardiovasculares, incluindo sindrome metabdlica e diabetes do tipo 2, mas
também risco aumentado de j& terem vivenciado eventos cardiovasculares em
idade precoce (CARR et al., 2006). Por causa de tais associacfes, pode-se
esperar que genes relacionados a patogénese das doencas cardiovasculares
também possam estar envolvidos no desenvolvimento do Diabetes Mellitus
Gestacional.

A predisposicdo genética ao DMG foi relatada por variacdes nos genes
codificadores do receptor de insulina (INSR), fator de crescimento semelhante
a insulina 2 (IGF2), receptor p3-adrenérgico (ADRB3), entre outros genes
importantes. Entretanto, muitos estudos mostram-se controversos, o que pode
estar relacionado ao baixo poder dos testes utilizados, ao pequeno efeito de
muitas variantes comuns ou a heterogeneidade das populagbes (SHAAT et al.,
2005). Os estudos realizados por SHAAT et al. (2005 e 2007) analisaram o
efeito de genes de proteinas envolvidas no mecanismo do canal de potassio e
observaram que o polimorfismo E23K do gene KCNJ11 parece predispor ao
DMG em mulheres escandinavas e que a variante 7903146 do gene TCF7L2,
que codifica um fator de transcricdo, também apresenta associacdo com o
DMG.

Como observado, muitas lacunas permeiam a compreenséo da etiologia
do diabetes em suas diversas formas. Esta incompreensao comeca a estimular

0s cientistas a realizarem analises moleculares, principalmente com genes
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candidatos a doenca e genes associados a outros disturbios metabdlicos que

interferem no Diabetes Mellitus.

2.3 Gene da Sucrase-lsomaltase (SI)

O gene Sl compreende as regibes 25 e 26 no brago longo do
cromossomo 3 (3925-g26), possui uma sequéncia de 106.561 nucleotideos
com 48 regides codificadoras (éxons - figura 1) e encontra-se a jusante do
gene da Butirilcolinesterase humana (BCHE - figura 2). Codifica uma enzima, a
Sucrase-Isomaltase, que se expressa nhas microvilosidades do intestino
delgado. A proteina codificada € sintetizada como uma proteina precursora,
pro-SI, que € clivada por proteases pancreaticas em duas subunidades
enzimaticas, Sacarase e Isomaltase. Estas duas subunidades heterodimerizam
para formar o complexo Sucrase-lsomaltase. Este complexo é essencial para a
digestdo dos carboidratos da dieta incluindo amido e sacarose. (NCBI,
acessado em 18/07/ 2010).

HC_000003,11
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Figura 1 — ESTRUTURA DO GENE SI. FONTE: NCBI, acessado em 18/07/ 2010.
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Figura 2 — LOCALIZACAO A JUSANTE DO GENE BCHE. FONTE: NCBI, acessado em 18/07/
2010.
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2.4 A Proteina Sucrase-lsomaltase

A Sucrase-lsomaltase é uma glicoproteina integral de membrana,
composta por 1827 aminoacidos, exclusivamente expressa nas
microvilosidades da membrana do intestino delgado e é responsavel pela
digestdo terminal de sacarose e amido. E formada por duas subunidades
enzimaticas, sacarase e isomaltase, conhecida como complexo Sl
(OUWENDIJK et al., 1996; HUNZIKER et al., 1986 ).

As duas subunidades do complexo S| séo altamente homologas,
compartilhando mais de 35% de sequéncias de aminoacidos e 41% de
sequéncias conservadas. A estreita relacdo entre essas duas subunidades
levou a concepcédo de que o gene Sl (Sucrase-Isomaltase) foi originado por
duplicacdo génica (JACOB et al., 2002).

O complexo Sl é formado a partir de um longo peptideo precursor rico
em manose, pro-SI (figura 3). A extremidade citoplasmatica contém 12
residuos de aminoacidos seguido pelo dominio intramembrana com 20
aminoacidos e um dominio de ‘aste’/suporte (intracelular), com 28 aminoacidos,
rico em serina e tirosina;, ambos sdo considerados parte da subunidade
isomaltase. A subunidade isomaltase termina com o aminoacido arginina e a
subunidade sacarase comeca imediatamente apdés com o aminoacido leucina,
e € exatamente na regido arg/leu o sitio de clivagem para a formacéo das duas
subunidades ativas. O pro-SI € sintetizado nos ribossomos do reticulo
endoplasmatico rugoso e transportado para o complexo de Golgi onde ocorre a
glicosilacéo preferencialmente na regido rica em ser/thr do dominio ‘aste’. Essa
glicosilacdo é o maior sinal para o transporte do pro-Sl para a membrana apical
do intestino (JACOB et al.,, 2000). O pro-Sl é entdo clivado por proteases
pancreaticas no lumen do intestino delgado, dando origem as duas
subunidades enzimaticas ativas, ricas em manose, e que finalmente se
mantém por forte associacdo através de ligacbes covalentes e idnicas

finalizando a digestdo do amido e da sacarose (OUWENDIJK et al., 1996).
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Figura 3 — (a) CARACTERISTICA ESTRUTURAL DO PRO-SI. (b) MODELO ESQUEMATICO
DO PRO-SI EM SUA INTERACAO COM A MEMBRANA PLASMATICA. FONTE: JACOB et al.,
(2000)

A sacarose é um dissacarideo formado a partir da ligagdo de dois
monossacarideos (glucose + frutose) por meio de ligagcbes glicosidicas entre o
carbono anomérico de um monossacarideo e qualquer outro carbono do
monossacarideo seguinte, através de suas hidroxilas e com a saida de uma
molécula de agua.

O amido é um carboidrato complexo de reserva da célula vegetal que é
constituido essencialmente pela mistura de dois polissacarideos: a amilose e a
amilopectina. O primeiro deles € um polimero linear, com cerca de 200
moléculas de glicose em sua estrutura; o segundo, composto por mais de mil
moléculas de glicose, é um polimero altamente ramificado. As duas
subunidades, isomaltase e a sacarase terminam a digestdo do amido, porém a

subunidade sacarase também digere sacarose (figura 4).
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Figura 4 — ESQUEMA DO METABOLISMO DE CARBOIDRATOS NO INTESTINO DELGADO.
FONTE: CORRADINI et al., (2005).

2.5 Variantes do gene Sl

Mutacfes de ponto no gene Sl sdo causa da deficiéncia de Sucrase-
Isomaltase Congénita (CSID). CSID é um disturbio autossémico recessivo do
intestino delgado que leva a uma ma digestdo de carboidratos e se manifesta
clinicamente como uma diarréia aquosa osmoética-fermentativa apos a ingestéao
de dissacarideos e polissacarideos. Variantes neste gene podem afetar o
transporte, processamento ou funcdo do complexo Sl. As células epiteliais dos
pacientes com esta doenca tém falta de atividade da sacarase da enzima Sl,
enquanto que a atividade isomaltase pode variar de ausente a praticamente
normal (OUWENDIJK et al., 1996; SANDER, et al., 2006).

Algumas variantes alélicas ja sdo bem conhecidas, a mutacdo de ponto
A/G no nucleotideo 4001 representa uma mutacdo sinénima, uma segunda
variacdo C/G no nucleotideo 3612 leva a um acido glutamico ao invés da
glutamina no aminoacido 1203 da subunidade sucrase. A substituicdo A/C no
nucleotideo 3298 leva a uma substituicdo do amino&cido 1098 glutamina por
uma prolina na subunidade sucrase resultando em um dos fenoétipos da CSDI,

essa mutacdo de ponto cria um sinal ou uma mudanca na conformacdo da
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subunidade sucrase que detém o complexo enzimatico no complexo de Golgi
onde é degradada por um mecanismo de controle desconhecido (OUWENDIJK
et al., 1996). Uma substituicdo da leucina 620 por uma prolina, provocada pela
mutacdo T/C no nucleotideo 1859, também impede o transporte do pro-Si,
ficando acumulado ainda no reticulo endoplasmatico (RITZ et al., 2003).

Um outro fendtipo foi descrito por JACOB et al.,, (2000) onde uma
variacdo T/C no nucleotideo 1021 que codifica para a subunidade isomaltase
leva a uma substituicdo do aminoacido 340 leucina por uma prolina resultando
em uma clivagem anormal do peptideo precursor pro-SI que elimina o dominio
transmembrana, esta clivagem ocorre ainda no reticulo endoplasmatico
exatamente no determinado pela mutacao (figura 5), o pro-SI erroneamente
clivado é transportado para o complexo de Golgi e excretado para o limen
intestinal como uma enzima ativa, porém apresenta meia-vida, impossibilitando
sua funcdo adequada. Um outro fenétipo da CSID resulta em uma distribuicao
aleatéria do complexo S| para a membrana apical e basolateral. Neste caso,
uma mutacdo de ponto A/G no nucleotideo 412, regido que codifica a
subunidade isomaltase, leva a uma alteracdo de glutamina para arginina no
residuo 117 (figura 5). Esta variacdo n&o permite o reconhecimento da
glicosilacdo por algum receptor especifico desconhecido da membrana apical,
sendo assim o complexo S| é transportado de forma aleatéria para a
membrana basal resultando em uma drastica reducédo da atividade de ambas
as enzimas, sacarase e isomaltase (SPODSBERG et al., 2001).

Um estudo realizado por SANTER et al., (2006), com humanos
portadores de CSID de descendéncia hungara, identificou duas novas
mutacdes responsaveis pelo fenotipo da doenca. A primeira é uma delecdo de
uma citosina no nucleotideo 1648, resultando em um cddon de parada
prematuro e a segunda é uma transversdo G/C que provavelmente causa um
processamento defeituoso do pro-Sl. Neste mesmo estudo foram encontradas
mais nove variacdes que causam trocas de aminoacidos nao conservativas e
gue podem representar alelos hipomérficos ou nulos.

Como observado, as variagbes descritas prejudicam a expressao da
enzima no intestino delgado e/ou o seu funcionamento. Nenhuma variacéo

resultando no aumento da expresséao e/ou atividade foi descrita até o0 momento.
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Figura 5 — LOCALIZACAO DA SUBSTITUICAO DA GLUTAMINA POR UMA ARGININA NO
RESIDUO 117. FONTE: SPODSBERG et al., (2001).

2.6 Sucrase-lsomaltase e Diabetes Mellitus

Diabetes Mellitus é um estado de inanicdo de nutrientes que
frequentemente resulta de um metabolismo ndo balanceado e estd associado
ao aumento da digestéao intestinal de carboidratos, proteinas e gorduras tanto
quanto a absorcdo de glicose, aminoacidos e acidos graxos (ADACHI et al.,
2003). No intestino delgado essa grave doenca causa significantes mudancas
na morfologia e fun¢gdo da mucosa e o aumento da atividade de dissacaridases,
incluindo a sucrase-isomaltase, o que tem sido observado tanto em humanos
(TANDON et al., 1975) como em modelos animais. Alguns estudos sugerem
que esse aumento possa ser devido a hiperplasia intestinal (MATSUO et al.,
1992), aumento na expressao de fatores transcricionais (TENO et al., 2000),
pelo aumento da sintese da prépria proteina SI ou queda na taxa de
degradacdo da mesma, provavelmente pela diminuicdo de proteases
intraluminais ou ainda alguma mudanca estrutural do complexo que possa
torna-lo resistente a degradacdo (OLSEN et al., 1977). Entretanto, os
mecanismos pelos quais a atividade da Sucrase-Isomaltase é aumentada ainda
sao pouco esclarecidos (TAKENOSHITA et al., 1998). Em um estudo realizado
por ADACHI et al. (2003), ratos com diabetes mellitus tipo 1 e tipo 2
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apresentaram atividade da Sucrase-lsomaltase significativamente maior do que
os controles, aumentando a digestao final de carboidratos, sugerindo que esse
aumento na digestao possa ser umas das causas da hiperglicemia em diabetes
mellitus.

Outros estudos também identificaram uma atividade de supressao da
insulina na sintese de Sucrase-lsomaltase, sugerindo que a deplecdo de
insulina induz diretamente o aumento da atividade do complexo Sl nas células
epiteliais esclarecendo porque esse aumento anormal é observado na maioria
das vezes em diabetes mellitus tipo 1. Estudos com ratos diabéticos do tipo 1
normalizaram seu nivel de expressdo do complexo S| imediatamente apos
terem sido tratados com insulina, provavelmente pelo decréscimo no nivel de
expressao transcricional do gene que codifica este complexo (TAKENOSHITA
et al., 1998). Porém, ADACHI et al, (1999) também mostraram que ha um
aumento anormal da expressédo do complexo Sl na progresséo do diabetes tipo
2 em ratos, neste caso a insulina, por algum motivo, ndo pode funcionar bem
para regular a expressao do gene Sl e esta acdo defeituosa resulta no aumento
da expresséo do complexo Sucrase-lsomaltase.

Assim, embora os resultados de estudos realizados até o momento
sugiram que a atividade aumentada de S| pode ndo ser causa do diabetes
mellitus e sim uma resposta fisiolégica as modificacdes intestinais causadas
pela doenca, ndo ha informacéo suficiente para se descartar um papel causal
desta enzima na etiologia do diabetes mellitus. Além disso, a localizacdo do
gene S|, em uma regido onde ja foi encontrada associacdo com diabetes

mellitus, justifica uma busca mais detalhada por meio de tag- SNPs.
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3 OBJETIVOS

3.1

3.2

Objetivos Gerais

Verificar associacdo entre o gene Sl e Diabetes Mellitus tipos 1, 2 e

Gestacional através de estudo caso-controle.

Objetivos Especificos

v' Genotipar os tag-SNPs rs4557160, rs7626281 e rs13095976 que
se encontram dentro do gene Sl em pacientes com diabetes
mellitus tipo 1 e respectivos controles e verificar se existe
associacao.

v' Genotipar os tag-SNPs rs4557160, rs7626281e rs13095976 que se
encontram dentro do gene Sl em pacientes com diabetes mellitus
tipo 2 e respectivos controles e verificar se existe associagao.

v' Genotipar os tag-SNPs rs4557160, rs7626281 e rs13095976 que
se encontram dentro do gene Sl em pacientes com diabetes
mellitus gestacional e respectivos controles e verificar se existe
associacao.

v Inferir os possiveis haplétipos para casos e controles nos grupos
de diabetes mellitus tipos 1, 2 e gestacional e verificar se existe
associacao.

v Verificar se ha associacdo de outras variaveis como LDL, HDL,

Triglicerideos e IMC com o diabetes mellitus tipos 1 e gestacional.
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4 JUSTIFICATIVA

O trabalho que deu origem a este estudo mostrou uma associagao de
DM tipo 1 com dois SPNs estudados (rs7624915 e rs4387996) localizados a
jusante do gene da BCHE (FERNANDES, 2010) (Figura 6). Os microssatélites
D3S1279 (MEIN et al.,, 1998) e D3S3576 ( LAINE et al., 2004) indicaram
ligacdo do loco IDDM9 com diabetes tipo 1, sendo que esta regido inclui
parcialmente o gene SI.

Outro dado importante foi o encontrado por GUIMARAES, L. O. (2011),
em estudo caso-controle com diabetes mellitus gestacional o SNP rs7624915
apresentou uma tendéncia a diferir entre 0os grupos amostrais avaliados, este
SNP também encontra-se a jusante do gene BCHE.

A jusante do gene BCHE (~700Kb) e pertencente ao loco IDDM9
encontra-se o gene Sl (Sucrase-lsomaltase), que tem como funcéo a digestédo
terminal de dissacarideos e polissacarideos no intestino delgado (Figura 4).
Estudos utilizando-se modelos animais com a doengca mostram um aumento
significativo na expressao e/ou atividade desta enzima (ADACHI et al., 1999;
ADACHI et al., 2003; TAKENOSHITA et al., 1998), sendo que a razéo pela qual
esse aumento ocorre ainda ndo estd esclarecida e poucos estudos de
associacdo estdo sendo feitos em modelos humanos. Além disso, nenhuma
variante do gene descrita até o momento parece estar associada com o
desenvolvimento da doenca, todas as descritas estdo associadas a baixa
expressdo e/ou atividade da enzima resultando na Deficiéncia Congénita da
Sucrase-Isomaltase. Por ser o gene a jusante da regido onde foi encontrada
associacdo com os SNPs (rs7624915 e rs4387996), o gene Sl torna-se um
bom candidato para o estudo de associacdo em modelos humanos com
diabetes mellitus. Além disso, parte do gene Sl encontra-se dentro da regido de
ligacdo IDDM9 (Figura 6), indicando o sentido da caminhada em busca da real

associacao funcional.
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Figura 6 — LOCALIZACAO DOS GENES BCHE (3(26.1026.2), S| (3925-926) E REGIAO
ABRANGIDA PELO LOCO IDDM9 (3g21-g25). FONTE: FERNANDES (2010).
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Amostras

5.1.1 Diabetes Mellitus tipos 1 e 2

Foram utilizadas 174 amostras de pacientes com diabetes mellitus tipo 1
e 110 amostras de pacientes com diabetes mellitus tipo 2, ambas coletadas de
pacientes do Hospital das Clinicas de Curitiba . As amostras controles para
ambas os casos foram de 203 individuos ndo diabéticos e pareadas por grupo
étnico, tais amostras de pacientes e controles ja foram coletadas e estocadas
em nosso laboratério por estudos anteriores, as quais foram submetidas ao
protocolo de extracdo Salting Out (LAHIRI e NURNBERGER, 1991). As
concentracfes das amostras estoque foram medidas usando-se o aparelho
Nanodrop da Thermo Scientific. Foi feita uma aliquota de uso com

concentracéo de 20ng/ul.

5.1.2 Diabetes Mellitus Gestacional

Amostras de pacientes com diabetes mellitus gestacional foram 143 e
235 amostras controles (gestantes ndo-diabéticas). Os critérios utilizados para
a caracterizacdo dos grupos de pacientes com DMG e do grupo controle estéo
de acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2006) e com a
Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD, 2010), e sdo os seguintes: a) Grupo
com Diabetes Mellitus gestacional (DMG) - gestantes apresentando glicemia de
jejum superior a 100mg/dL com posterior confirmacédo atraveés do teste oral de
tolerancia a glicose (TOTG) com 75g de sobrecarga, apresentando glicemia
superior a 140 mg/dL apds 2 horas a dose de glicose; e, b) Grupo controle -
gestantes apresentando glicemia de jejum inferior a 85mg/dL. Nao foram
incluidas na amostra, pacientes com insuficiéncia renal e doenca
cardiovascular. O grupo de gestantes diabéticas foi obtido no Hospital de

Clinicas da Universidade Federal do Parana (Unidade de Diabetes do Servigo
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de Endocrinologia e Metabologia do Hospital de Clinicas da UFPR- SEMPR) e
as amostras para o grupo controle foram obtidas no Laboratério Municipal de
Curitiba. As coletas foram realizadas entre os anos de 2007 e 2009. As
pacientes concordaram em participar do estudo através da assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. O projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa do Setor de Ciéncias da Salde da UFPR e pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Secretaria Municipal de Salde da Prefeitura
Municipal de Curitiba.

A extracdo de DNA gendmico das amostras foi realizada pelo grupo do
Laboratorio de Bioquimica Clinica do Curso de Farmécia da Universidade
Federal do Paranid. Os métodos de extragdo utilizados seguiram o protocolo
descrito por LAHIRI e NURNBERGER (1991). ApGs a extracdo, o DNA
gendmico foi quantificado conforme WITTER e KUSUKAWA (2006). As
amostras foram diluidas 1:50 com agua ultra-pura e quantificadas por
espectrofotometria em 260nm (Bio Photometer, Eppendorf). Todas as amostras
de DNA foram padronizadas para a concentracao de 20ng/uL, por diluicdo com
agua ultra-pura estéril. Aliquotas das amostras foram estocadas a -20C no
Laboratorio de Polimorfismos e Ligacdo do Departamento de Genética —
Universidade Federal do Parana. Tais amostras também foram coletadas por

estudo anterior.
5.2 Genotipagem dos Tag-SNPs no gene Sl

Tag-SNPs constituem um conjunto de SNPs que capturam grande parte
da variagcdo genética em uma regido, e podem ser usados em estudos de
associacdo para reduzir o numero de SNPs necessarios para a deteccdo de
associacdo, através de desequilibrio de ligacdo entre uma caracteristica de
interesse e uma regidao do genoma (NCBI, Acessado em 16/11/2010). Foram
escolhidos trés tag-SNPs (rs4557160; rs7626281; rs13095976) dentro do gene
S| que capturam grande parte dos alelos do gene (> = 0.929; acessado em
http://hapmap.ncbi.nim.nih.gov em 14/12/2010/).




27

5.2.1 Genotipagem por Tag-Man

A técnica de genotipagem por Tag-Man € baseada no método classico
de PCR (Polymerase Chain Reaction — Reacdo em Cadeia da Polimerase), que
foi desenvolvido
por Kary Mullis na década de 80, permitindo aos pesquisadores amplificar
regibes especificas de DNA em mais de 1 um bilh&o de coépias.

A grande vantagem da genotipagem por Tag-Man quando comparada
com a PCR convencional é a possibilidade da deteccdo dos resultados na
primeira fase da reacdo de amplificacdo (fase exponencial), considerada mais
precisa. Na PCR convencional existe a necessidade da utilizacdo de géis de
poliacrilamida ou agarose, que normalmente consomem muito tempo e nem
sempre garantem um resultado preciso, além de os resultados s6 poderem ser
observados na ultima fase da reacdo (Fase Platd). Com a técnica de
genotipagem por Tag-Man é possivel fazer a genotipagem de tag-SNPs, que
normalmente é feita com a enzima AmpliTag Gold R DNA Polimerase com
atividade exo-nuclease 5. Esta atividade e o sistema FRET (Fluorescent
Resonant Energy Transfer) permitem a deteccao da reacdo de PCR em Tempo
Real por emissao de fluorescéncia. Também séao utilizadas sondas TagManR
Probes que sdo pequenos oligonucleotidios especificos para cada SNP a ser
analisado contendo os fluoréforos Repoérter (extremidade 5’) e Quencher
(extremidade 3’), ha dois tipos de fluorescéncia no fluoréforo Reporter
representadas pela sigla FAM e VIC, cada uma responsavel por se ligar a um
alelo diferente, acrescidos de uma solucdo PCR Master Mix contendo todos os
reagentes necessarios para a reacao de amplificacdo. As sondas se hibridizam
especificamente em uma regido entre os dois iniciadores. Se somente uma das
fluorescéncias for liberada, é possivel dizer que a amostra € homozigota para
aguele alelo, se as duas forem detectadas, a amostra é considerada
heterozigota possuindo os dois alelos marcados pelas sondas. Esta analise dos
resultados € feita pela curva melting. Amostras que sdo homozigotas para
qualquer um dos alelos, representam na curva uma mudanca no sinal de

apenas um dos dois fluoréforos. As amostras heterozigotas, quando analisadas
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no software, resultam em uma mudanca no sinal da fluorescéncia referente a
ambos os fluoroforos.

A genotipagem por Tag-Man foi realizada pelo aparelho Mastercycler
Realplex 2 da Eppendorf, localizado na Unidade de Sequenciamento e Analise
de DNA - SEAD.

As reacOes foram feitas de acordo com o0s seguintes parametros: 1)
50°C por 2 minutos; 2) 95°C por 10 minutos; 3) 95°C por 15 segundos; 4) 62°C
por 1 minuto; os passos 3 e 4 foram repetidos por 50 ciclos. As analises foram
feitas com o software Eppendorf realplex v. 1.5.

Apés o término de cada corrida, os valores dos picos de fluorescéncia
para VIC e FAM eram anotados e transferidos para o Microsoft Excel onde
eram gerados graficos que possibilitavam a genotipagem visual para cada

amostra (Figura 7).
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Figura 7 — GENOTIPAGEM EM CASOS PARA O SNP RS7626281. Os circulos identificam

gendtipos especificos e dados fora dos circulos séo repetidos.
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5.3 Analise dos dados

As frequéncias alélicas e genotipicas foram obtidas através da contagem
direta do numero de cromossomos e de individuos respectivamente, com 0
auxilio do Microsoft Excel.

O programa BioEstat 3.0 for Windows foi usado tanto para comparar as
frequéncias alélicas, genotipicas e haplotipicas entre casos e controles como
também para o teste do Equilibrio de Hardy-Weinberg.

Os testes para verificar o desequilibrio de ligacdo entre as variantes
analisadas foram realizados por meio do programa Arlequin 3.0. O programa
Arlequin versdo 3.0 também foi utilizado para inferéncia dos haplotipos, calculo
dos valores de D e D’ e testes de x2 para o equilibrio de Hardy-Weinberg.

As analises de Regressao foram realizadas pelo programa SPSS 13.0
for Windows.

Para todas as analises estatisticas foi considerado nivel de significancia
(a) de 0,05.



6 RESULTADOS

6.1 Equilibrio de Hardy-Weinberg
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Todas as amostras caso-controle estavam em equilibrio de Hardy-

Weinberg para os trés SNPs analisados (Tabelas 1, 2 e 3).

Tabela 1 — VALORES DE P PARA O TESTE DE EQUILIBRIO DE HARDY-WEINBERG EM
AMOSTRAS CASO-CONTROLES PARA OS SNPS rs4557160, rs7626281 E rs13095976

REFERENTE A AMOSTRAS DM1 (GL=1).

rs4557160 rs7626281 rs13095976
SNPs ) ) 5
X“@ (p) X“@ (p) X" (P)
2,761 0,976 0,214
Casos
(p>0,05) (p>0,30) (p>0,50)
2,973 1,830 1,052
Controles
(p>0,05) (p>0,10) (p>0,30)

Tabela 2 — VALORES DE P PARA O TESTE DE EQUILIBRIO DE HARDY-WEINBERG EM
AMOSTRAS CASO-CONTROLES PARA OS SNPS rs4557160, rs7626281 E rs13095976

REFERENTE A AMOSTRAS DM2 (GL=1).

rs4557160 rs7626281 rs13095976
SNPs ) ) )
X (p) X (p) X" (p)
1,319 0,753 1,959
Casos
(p>0,20) (p>0,30) (p>0,10)
2,973 1,830 1,052
Controles
(p>0,05) (p>0,10) (p>0,30)
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Tabela 3 — VALORES DE P PARA O TESTE DE EQUILIBRIO DE HARDY-WEINBERG EM
AMOSTRAS CASO-CONTROLES PARA OS SNPS rs4557160, rs7626281 E rs13095976
REFERENTE A AMOSTRAS DMG (GL=1).

rs4557160 rs7626281 rs13095976
SNPs 5 5 )
X“@ (p) X“@ (p) X" (P)
0,001 1,898 2,242
Casos
(p>0,95) (p>0,10) (p>0,05)
0,148 0,294 0,853
Controles
(p>0,70) (p>0,50) (p>0,30)

6.2 Frequéncias Genotipicas e Alélicas

As frequéncias genotipicas e alélicas foram calculadas para os SNPs
rs4557160, rs7626281 e rs13095976 para casos e controles em DM1, DM2 e

DMG conforme as tabelas 4 a 12.

Tabela 4 — FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS PARA O SNP rs4557160 EM
AMOSTRAS DM1.

Frequéncias Genotipicas Frequéncias Alélicas
rs4557160 N
CC (%) CT (%) TT (%) T (%) C(%)
Casos 174 29+3,44 44+3,44 27+3,44 48,8 £2,67 51,2 +2,67

Controles 203 303,22 444322 263,22 47,5%2,47 52,5+2 47
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Tabela 5 - FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS PARA O SNP rs7626281 EM
AMOSTRAS DML1.

Frequéncias Genotipicas Frequéncias Alélicas

rs7626281 N
CC (%) CT (%) TT (%)  T(%) C(%)
Casos 168 8+2,09 362,09 56+2,09 73,842,39 26,1+2,39

Controles 204 71,79 32+1,79 61+1,79 77,2¥2,07 22,8+2,07

Tabela 6 — FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS PARA O SNP rs13095976 EM
AMOSTRAS DM1.

Frequéncias Genotipicas Frequéncias Alélicas

rs13095976 N
CC (%) CT (%) TT (%) T(%) C(%)
Casos 169 26+3,37 483,37 2643,37 50,0+2,71 50,0+2,71

Controles 200 17+2,66 53+2,66 30+2,66 57,2+2,47 42,8+247

Tabela 7 - FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS PARA O SNP rs4557160 EM
AMOSTRAS DM2.

Frequéncias Genotipicas Frequéncias Alélicas

rs4557160 N
CC (%) CT (%) TT (%) T (%) C(%)
Casos 101 19+3,90 55+3,90 26+3,90 53,5+3,51 46,5+3,51

Controles 203 303,22 44+3,22 26+3,22 47,5%2,48 52,5+2,48

Tabela 8 - FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS PARA O SNP rs7626281 EM
AMOSTRAS DM2.

Frequéncias Genotipicas Frequéncias Alélicas
rs7626281 N

CC (%) CT (%) TT (%) T (%) C(%)
Casos 109 52,08 44+2,08 60+2,08 75,2+2,92 24,812 ,92

Controles 203 71,79 32+1,79 61+1,79 77,242,08 22,8+2,08




33

Tabela 9 - FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS PARA O SNP rs13095976 EM
AMOSTRAS DM2.

Frequéncias Genotipicas Frequéncias Alélicas

rs13095976 N
CC (%) CT (%) TT (%) T (%) C(%)
Casos 104 19+3,85 57+3,85 244385 52,4+3,46 47,6+3,46

Controles 203 17+2,64 53+2,64 302,64 57,2+2,46 42,8+2,46

Tabela 10 — FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS PARA O SNP rs4557160 EM
AMOSTRAS DMG.

Frequéncias Genotipicas Frequéncias Alélicas

rs4557160 N
CC (%) CT (%) TT (%) T (%) C(%)
Casos 138 1943,34 4943,34 32+3,34 56,542,98 43,5+2,98

Controles 199 22+2,84 51+2,84 27+284 52,3+2,50 47,7+2,50

Tabela 11 — FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS PARA O SNP rs7626281 EM
AMOSTRAS DMG.

Frequéncias Genotipicas Frequéncias Alélicas

rs7626281 N
CC (%) CT (%) TT (%) T (%) C(%)
Casos 137 3+1,46 41+1,46  56+1,46  75,9+2,58 24,1+258

Controles 195 7+1,83 37+1,83 56+1,83 74,6+2,20 25,4+2,20




Tabela 12 — FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS PARA O SNP rs13095976 EM
AMOSTRAS DMG.

Frequéncias Genotipicas Frequéncias Alélicas

rs13095976 N
CC (%) CT (%) TT (%) T (%) C(%)
Casos 132 24+3,72 43+3,72 334£3,72 54,2+3,07 45,8+3,07

Controles 185 214299 46+2,99 332,99 55,9+2,58 44,1+2 58

As frequéncias genotipicas e alélicas entre as amostras caso e controle
foram comparadas através do teste de qui-quadrado pelo programa BioEstat
3.0 (Tabelas 13, 14 e 15).

Tabela 13 — COMPARACAO DAS FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS ENTRE
CASOS E CONTROLES PARA OS SNPS rs4557160, rs7626281 E rs13095976 EM
AMOSTRAS DM1 (GL=1 PARA FREQ. ALELICA E GL= 2 PARA FREQ. GENOTIPICA).

X’w ()

SNP Genotipos Alelos
rs4557160 0,12 (p = 0,94) 0,13 (p = 0,77)
1s7626281 1,12 (p = 0,57) 1,16 (p = 0,28)
rs1395976 4,72 (p = 0,09) 3,55 (p = 0,07)

Tabela 14 — COMPARAGCAO DAS FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS ENTRE
CASOS E CONTROLES PARA OS SNPS rs4557160, rs7626281 E rs13095976 EM
AMOSTRAS DM2 (GL=1 PARA FREQ. ALELICA E GL= 2 PARA FREQ. GENOTIPICA).

X’ (p)
SNP Gendtipos Alelos
rs4557160 3,77 (p = 0,15) 0,05 (p = 0,88)
rs7627281 2,55 (p = 0,28) 0,31 (p = 0,65)

rs1395976 1,68 (p = 0,43) 1,30 (p =0,29)
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Tabela 15 — COMPARACAO DAS FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS ENTRE

CASOS E CONTROLES PARA OS SNPS rs4557160,

rs7626281 E rs13095976 EM

AMOSTRAS DMG (GL=1 PARA FREQ. ALELICA E GL= 2 PARA FREQ. GENOTIPICA).

X’w ()

SNP Gendtipos Alelos
rs4557160 1,26 (p = 0,53) 1,19 (p = 0,31)
rs7627281 2,18 (p = 0,34) 0,14 (p = 0,77)
rs13095976 0,48 (p = 0,79) 0,09 (p = 0,85)

6.3 Haplétipos

As analises de Haplotipos foram efetuadas por meio do programa
Arlequim 3.1 (Tabelas 16, 17, 18).

Tabela 16 — FREQUENCIA DOS HAPLOTIPOS PARA rs4557160, rs7626281 E rs13095976
PARA CASOS E CONTROLES DE DM1. NUMERO DE CROMOSSOMOS ANALISADOS EM
CASOS= 324 E CONTROLES= 388; GL=1.

Frequéncias Comparacéo Caso/Controle

Haplétipos Casos Controles X’w(P) ODDS Ratio
TTT 3,3% 1,3% 3,00 (p=0,08) -

TCT 22,3% 31,6% 7,16 (p=0,01) 0,62
TCC 25,6% 19,2% 3,88 (p=0,05) 1,46
CTT 19,5% 19,0% 0,02 (p=0,90) -

CTC 4,4% 2,6% 1,21 (p=0,27) -

CCT 6,2% 5,6% 0,13 (p=0,72) -

CCC 18,8% 20,8% 0,46 (p= 0,56) -
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Tabela 17 — FREQUENCIA DOS HAPLOTIPOS PARA rs4557160, rs7626281 E rs13095976
PARA CASOS E CONTROLES DE DM2. NUMERO DE CROMOSSOMOS ANALISADOS EM
CASOS= 192 E CONTROLES= 388; GL= 1.

Frequéncias

Comparacéo Caso/Controle

Haplotipos Casos Controles X°a)(P) ODDS Ratio
TTT 21,48% 5,84% 32,06 (p=0,00) 4,31
TTC 41,22% 20,74% 27,01 (p= 0,00) 2,69
TCT 3,51% 18,79% 24,04 (p= 0,00) 0,16
TCC 2,56%

CTT 23,49% 31,76% 4,27 (p=0,04) 0,66
CTC 6,06% 18,97% 16,06 (p= 0,00) 0,28
CCT 22,42% 1,33% 74,98 (p= 0,00) 22,11
CCC 1,16%

Tabela 18 — FREQUENCIA DOS HAPLOTIPOS PARA rs4557160, rs7626281 E rs13095976
PARA CASOS E CONTROLES DE DMG. NUMERO DE CROMOSSOMOS ANALISADOS EM
CASOS= 252 E CONTROLES= 342; GL= 1.

Frequéncias

Comparacéo Caso/Controle

Haplotipos Casos Controles X°a)(P) ODDS Ratio
TTT 4,14% 12,35% 11,11 (p= 0,00) 0,30
TTC 32,15% 20,38% 10,62 (p= 0,00) 1,84
TCT 19,11% 13,84% 2,61 (p=0,11)
TCC 1,75% 4,60% 2,78 (p= 0,10)

CTT 28,76% 26,29% 0,45 (p= 0,57)
CTC 11,53% 15,54% 1,96 (p=0,16)
CCT 2,34% 4,25% 1,08 (p= 0,30)
CCC 2,76%
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6.4 Desequilibrio de Ligagdo

Os valores de desequilibrio de ligacdo foram calculados a partir de D’

D/Dmax pelo programa Arlequim 3.1(Tabelas 21, 24 e 27).

Tabela 19 — DESEQUILIBRIO DE LIGAGAO ENTRE OS SNPS SENDO 0 = rs4557160; 1
rs7626281 E 2 = rs13095976 E + QUANDO ESTA EM DESEQUILIBRIO E — QUANDO NAO
ESTA EM DESEQUILIBRIO EM AMOSTRAS DM1 ( * = NAO HA DESEQUILIBRIO POR SE
TRATAR DO MESMO SNP)

Locus 0 1 2
0 * + _
1 + * +
2 3 + *

Tabela 20 — DESEQUILIBRIO DE LIGAGAO ENTRE OS SNPS SENDO 0 = rs4557160; 1 =
rs7626281 E 2 = rss13095976 E + QUANDO ESTA EM DESEQUILIBRIO E — QUANDO NAO
ESTA EM DESEQUILIBRIO EM CONTROLES DE DM1 ( * = NAO HA DESEQUILIBRIO POR
SE TRATAR DO MESMO SNP).

Locus 0 1 2
O * + +
1 + * +
2 + + *
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Tabela 21 — VALORES DE DESEQUILIBRIO DE LIGAGAO ENTRE OS SNPS EM CASOS E
CONTROLES PARA DM1, SENDO 0 =rs4557160; 1 = rs7626281 E 2 = rs13095976.

D’= D/Dmax
Loci Casos Controles
Del 0,7560 0,8918
De?2 -0,0266 0,1363
le2 0,6738 0,7351

Tabela 22 — DESEQUILIBRIO DE LIGACAO ENTRE OS SNPS SENDO 0 = rs4557160; 1 =
rs7626281 E 2 = rs13095976 E + QUANDO ESTA EM DESEQUILIBRIO E — QUANDO NAO
ESTA EM DESEQUILIBRIO EM AMOSTRAS DM2 ( * = NAO HA DESEQUILIBRIO POR SE
TRATAR DO MESMO SNP)

Locus 0 1 2
0 * + +
1 + * +
2 + + *

Tabela 23 — DESEQUILIBRIO DE LIGACAO ENTRE OS SNPS SENDO 0 = rss4557160; 1 =
rs7626281 E 2 = rs13095976 E + QUANDO ESTA EM DESEQUILIBRIO E — QUANDO NAO
ESTA EM DESEQUILIBRIO EM CONTROLES DE DM2 ( * = NAO HA DESEQUILIBRIO POR
SE TRATAR DO MESMO SNP).

Locus 0 1 2
O * + +
1 + * +
2 + + *
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Tabela 24 — VALORES DE DESEQUILIBRIO DE LIGAGAO ENTRE OS SNPS EM CASOS E
CONTROLES PARA DM2, SENDO 0 =rs4557160; 1 = rs7626281 E 2 = rs13095976.

D’= D/Dmax
Loci Casos Controles
Oel 0,7573 0,8909
0e2 0,6620 0,1333
le2 0,9053 0,7312

Tabela 25 — DESEQUILIBRIO DE LIGACAO ENTRE OS SNPS SENDO 0 = rs4557160; 1 =
rs7626281 E 2 = rs13095976 E + QUANDO ESTA EM DESEQUILIBRIO E — QUANDO NAO
ESTA EM DESEQUILIBRIO EM AMOSTRAS DMG ( * = NAO HA DESEQUILIBRIO POR SE

TRATAR DO MESMO SNP).

Locus 1 2
0 + +
1 * +
2 + *

Tabela 26 — DESEQUILIBRIO DE LIGAGAO ENTRE OS SNPS SENDO 0 = rs4557160; 1 =
rs7626281 E 2 = rs13095976 E + QUANDO ESTA EM DESEQUILIBRIO E — QUANDO NAO
ESTA EM DESEQUILIBRIO EM CONTROLES DE DMG ( * = NAO HA DESEQUILIBRIO POR

SE TRATAR DO MESMO SNP).

Locus 1 2
0 + +
1 * +
2 + *
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Tabela 27 — VALORES DE DESEQUILIBRIO DE LIGAGAO ENTRE OS SNPS EM CASOS E

CONTROLES PARA DMG, SENDO 0 =rs4557160; 1 = rs7626281 E 2 = rs13095976.

D’= D/Dmax
Loci Casos Controles
Oel 0,7243 0,4351
0e2 0,3937 0,1421
le2 0,8150 0,3360

6.5 Regressao

Foram realizadas andlises de regressdo com os trés SNPs estudados e

outras variaveis de caracteristicas de pacientes e controles como IMC, HDL,

LDL e Triglicerideos para verificar se existe associacdo entre essas variaveis e

a possibilidade de desenvolver ou ndo o Diabetes (Tabelas 28 e 29).

Tabela 28 — RESULTADO DA ANALISE DE REGRESSAO MULTIPLA ESCALONADA EM
QUE A MEDIANA DA IDADE DE INICIO DE DIABETES MELLITUS TIPO 1 FOI A VARIAVEL

DEPENDENTE.

Variaveis
Independentes Score o i
rs4557160 0.630 1 0.428
rs7626281 0.267 1 0.606
rs13095976 0.382 1 0.536
HDL 0.008 1 0.927
Triglicerideos 0.800 1 0.371
LDL 0.124 1 0.724
IMC 1.491 1 0.222
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Tabela 29 — RESULTADO DA ANALISE DE REGRESSAO LOGISTICA EM QUE DIABETES

MELLITUS GESTACIONAL FOI A VARIAVEL DEPENDENTE.

Variaveis
Independentes Score o i
rs4557160 0.987 1 0.320
rs7626281 2.080 1 0.149
rs13095976 0.333 1 0.564
HDL 0.361 1 0.548
Triglicerideos 31.523 1 0.000
LDL 8.543 1 0.003
IMC 18.280 1 0.000

N&o foi possivel realizar a analise de regresséo para as amostras de DM2

pois as mesmas foram coletadas em estudo bem anterior realizado pelo nosso

laboratério, apresentando escassez de dados referentes a caracteristicas de

IMC, LDL, HDL e Triglicerideos. Para DM1 néo foi

realizada analise

considerando pacientes e controles, pois para 0s controles ndo estavam

disponiveis dados de IMC, LDL, HDL e Triglicerideos.
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7 DISCUSSAO

Por se tratar de uma doenca multifatorial o Diabetes Mellitus tem sua
susceptibilidade relacionada com caracteristicas genéticas complexas,
incluindo vérios genes e grande influéncia de fatores ambientais. Quando
falamos em Diabetes mellitus tipos 1 e 2 estamos tratando de uma das mais
bem estudadas doencas complexas, onde o maior numero de informacdes
genéticas certamente contribui para um mapa geral de fatores possiveis para o
desenvolvimento da mesma. As variantes -116A e 1615A do gene BCHE ja
foram associadas em diversos trabalhos ao Diabetes Mellitus (HASHIN et al.,
2001; LEPIENSKI et al., 2006; OLIVEIRA, 2006), seja ele do tipo 1 ou 2. Além
desses achados, nosso grupo de pesquisa também demonstrou associacao de
variantes a jusante do gene BCHE com diabetes mellitus tipo 1 (FERNANDES,
2010). No mesmo cromossomo 3 onde esta localizado o gene BCHE, também
foi descrito um loco de susceptibilidade ao DM1 (loco IDDM9) que abrange a
regido 3922-g25 (LAINE et al., 2004). Apesar da associacao encontrada por
OLIVEIRA (2006), esta autora sugere que as variantes nos sitios -116 e 1615
ndo parecem ser os verdadeiros fatores predisponentes a doenca. Ela sugere
ainda que outro gene em desequilibrio de ligagdo com estas variantes do gene
BCHE seja o responsavel por esta associacdo. FERNANDES (2010) e
GUIMARAES (2011) demonstraram que o rs7624915, localizado a jusante do
gene BCHE, difere entre casos e controles para DM1 e DMG respectivamente,
reafirmando a suspeita de OLIVEIRA (2006). Assim, péde-se supor que algum
gene a jusante do gene BCHE e pertencente ao loco IDDM9 pudesse conter a
real variacdo funcional. Esses achados contribuiram para a decisdo de
pesquisar tag-SNPs dentro do gene da Sucrase-lsomaltase (Sl), em amostras
dos trés tipos de diabetes, por ser o gene mais proximo ao BCHE a estar
fisiologicamente relacionado ao metabolismo de acgucar.

Existem relativamente poucos trabalhos de associacdo do gene Sl com
diabetes mellitus e o que se sabe é que a enzima codificada pelo gene SI
possui maior atividade em pacientes com DM1 e DM2 (ADACHI et al., 2003;
TENO et al., 2000; TANDON et al., 1975; MATSUO et al., 1992;), entretanto o

motivo pelo qual a atividade da Sucrase-lsomaltase € aumentada ainda néao
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esta esclarecido (TAKENOSHITA et al., 1998). Nenhum estudo de atividade
desta enzima foi realizado com amostras de Diabetes Gestacional, porém por
se tratar de uma doenca fisiopatologicamente semelhante ao DM2, acredita-se
que esse também pode ser um resultado presente neste terceiro tipo de
diabetes. Porém, os estudos com variantes neste gene descritos até o
momento sdo o0s de variantes que diminuem a atividade da enzima,
ocasionando a Deficiéncia da Sucrase-Isomaltase Congénita (CSID) (JACOB et
al., 2000; OUWENDIJK et al., 1996; RITZ et al., 2003; SANDER, et al., 2006) e
nenhum estudo de variantes que resultem no aumento da atividade foi descrita
até o momento.

A grande questdo €, causa ou conseqiéncia? Entra-se agora em uma
discusséo interessante, ja que podemos dizer que alguma variante dentro do
gene Sl possa ser a causa da atividade enzimatica aumentada pelas
evidéncias acima citadas, porém, também sabemos que o diabetes ocasiona
mudancas morfolégicas no intestino delgado podendo ocasionar uma resposta
fisiologica diferente da enzima, ou ainda suspeitarmos de uma a¢ao supressora
da insulina que quando na auséncia dela a atividade da Sl é diretamente
induzida a subir (TAKENOSHITA et al., 1998). Quando olhamos para nossos
resultados referentes as frequéncias genotipicas e alélicas parece que
teriamos que concordar com a segunda hipGtese: atividade enzimatica
aumentada devido a uma resposta fisiologica, isso porque ndo se encontrou
diferencas significativas nas frequéncias genotipicas e alélicas entre paciente e
controle em todas as variantes analisadas, porém os dados de frequéncias
haplotipicas revelam alguns resultados interessantes onde ndo se pode
descartar a primeira possibilidade, de que alguma variante proxima a regido
estudada possa sim ser a responsavel por essa mudanca na atividade
enzimatica, como sera comentado mais adiante.

Através do banco de dados NCBI é possivel verificar as frequéncias
alélicas dessas variagcdes em outras populacdes ja descritas. O banco inclui
dados do HAPMAP e Projeto 1000 Genomas que tem como objetivo
sequenciar 1000 genomas fornecendo um catalogo profundo da variacao
genética humana, sendo que o seqienciamento é feito apenas em regides

codificadoras, incluindo amostras Européias, Africanas e Asiaticas. Em



comparacao do presente estudo com algumas populacdes disponiveis nesses
bancos encontramos semelhancgas nas frequéncias alélicas para os trés SNPs
estudados (rs4557160, rs7626281, rs13095976). Por exemplo, quando
comparamos nossa populacdo controle para o rs4557160 com amostras da
populacdo Européia e Mexicana encontramos frequéncias alélicas semelhantes
(x*= 0,88 e x’= 0,02 respectivamente — Tabela 30). Para o rs7626281
encontramos frequéncias alélicas semelhantes na populacdo Africana (x*=
0,41) e para o rs13095976 encontramos semelhancas com as populacdes
Mexicana e Africana (x*= 0,10 e x*= 0,23 respectivamente — Tabela 30). Porém,
nossas frequéncias alélicas para os trés SNPs diferiram da populagédo Asiatica
(rs4557160 x°= 12,15; rs7626281 x°= 8,27; rs13095976 x°= 42,68). Este fato
pode ser explicado pelo fato da populacdo desse estudo ser relativamente

pequena e com componente asiatico inexistente.
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Tabela 30 — COMPARACAO ENTRE AS FREQUENCIAS ALELICAS EM DIFERENTES
POPULACOES E EM AMOSTRAS CONTROLE DE DM1 E DM2 DO PRESENTE
ESTUDO.*POP. GLOBAL REFERE-SE AO PROJETO 1000 GENOMAS QUE INCLUI
POPULACOES EUROPEIAS, AFRICANAS E ASIATICAS (DISPONIVEL EM:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/snp). Os espacos em branco correspondem a dados néo

disponiveis. (GL=1).

rs4557160 rs7626281 rs13095976
Populagdes
T%) C%) Xw®) | T%) | C%) [ Xo®) | T®%) | CO) | XuP)
Pop. Controle 52,3 47,7 - 772 228 - 57,2 42,8 -
Pop. Global* 48,7 51,3 0,88 80,2 19,8 0,27 - - -
(p=0,39) (p=0,73)
Pop. Européia 50,0 50,0 0,16 - - - - - -
(p=0,78)
Pop.Mexicana 52,0 48,0 0,002 - - - 59,4 40,6 0,10
(p=0,94) (p=0,86)
Pop. Africana 70,0 30,0 7,48 73,3 26,7 0,41 60,5 39,5 0,23
(p=0,01) (p=0,63) (p=0,74)
Pop. Asiatica 74,0 26,0 12,15 91,7 8,3 8,27 146 854 42,68
(p=0,00) (p=0,01) (p=0,00)

*Os valores de x* foram calculados a partir da comparacdo da populacdo controle do presente

estudo com cada uma das populacdes disponiveis com o auxilio do programa Bioestat 3.0.
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Tabela 31 — COMPARACAO ENTRE AS FREQUENCIAS ALELICAS EM DIFERENTES
POPULACOES E EM AMOSTRAS CONTROLE DE DMG DO PRESENTE ESTUDO.*POP.
GLOBAL REFERE-SE AO PROJETO 1000 GENOMAS QUE INCLUI POPULACOES
EUROPEIAS, AFRICANAS E ASIATICAS (DISPONIVEL EM:

http://www.ncbi.nIm.nih.gov/projects/SNP). Os espa¢os em branco correspondem a dados néo

disponiveis. (GL=1).

rs4557160 rs7626281 rs13095976
Populacbes
T%) C(%) Xw®) | T®) | C%) | ¥um | T®) | C%) | Xwp)
Pop. Controle 47,5 52,5 - 746 254 - 55,9 441 -

Pop. Global* 48,7 51,3 0,03 80,2 19,8 0,90 - - -

(p=0,98) (p=0,44)
Pop. Européia 50,0 50,0 0,13 - - - - - -
(p=0,83)
Pop. 52,0 48,0 0,41 - - - 59,4 40,6 0,32
Mexicana (p=0,62) (p=0,66)
Pop. Africana - - - 73,3 26,7 0,03 60,5 39,5 0,98
(p=0,99) (p=0,37)

*Os valores de x* foram calculados a partir da comparacdo da populacdo controle do presente

estudo com cada uma das populacdes disponiveis com o auxilio do programa Bioestat 3.0.

Os SNPs estudados nos grupos caso/controle de DM2 e DMG
encontram-se em desequilibrio de ligacdo. Para a amostra de DM1 o
rs4557160 e o rs13095976 ndo apresentaram desequilibrio de ligacéo,
entretanto entre os demais pares de SNPs foi detectado desequilibrio. De
acordo com Gabiriel et al (2002), blocos haplotipicos sédo regides nas quais 0
desequilibrio de ligacdo € encontrado para quase todos os pares de
marcadores dentro da regido, considerando p < 0,05. No mesmo trabalho, os
autores estimam que para marcadores que caracterizem um bloco haplotipico,
0 numero de haplétipos que abrange aproximadamente 80% de todos os
cromossomos nado deve exceder n+1, onde n € o numero de SNPs em questéao.
A andlise dos dados apresentados nas tabelas 16, 17 e 18 mostra que nos

grupos de pacientes de DM1, DM2 e DMG, no maximo quatro haplotipos
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correspondem a mais de 80% da variacdo haplotipica, ou seja, dos
cromossomos estudados. Considerando os dados apresentados acima e 0
valor de r* = 0,929 (http://hapmap.ncbi.nim.nih.gov), os trés SNPs genotipados

no presente estudo permitem uma investigacdo confiavel da associacdo do
gene S| com o diabetes mellitus.

Com relagdo as analises de haplotipos algumas diferencas
consideraveis foram encontradas. Para a discussdo a seguir, 0s nucleotideos
representados estardo sempre nesta ordem: rs4557160, rs7626281 e
rs13095976. O hapldtipo TTT foi significativamente maior no grupo de
diabéticos do tipo 2 do que no grupo controle (21,48% e 5,84%
respectivamente; p= 0,00) e o OR correspondente a esta relacédo € de 4,31 (IC
95%; p<0,05), indicando um efeito de predisposicao ao diabetes mellitus tipo 2.
Este mesmo haplétipo também diferiu no estudo referente a diabetes
gestacional, apresentando uma frequéncia de 4,14% nos casos e 12,35% nos
controles (p= 0,00 e OR= 0,30; IC 95%(p<0,05)), porém ao contrario do que
ocorreu no DM2 aqui este haplétipo apresenta um efeito protetor ao diabetes
mellitus gestacional. O haplétipo TTT apresentou uma tendéncia a diferir entre
casos e controles como efeito de predisposicao ao diabetes mellitus tipo 1 (p=
0,08).

O haplétipo TCT apresentou um efeito protetor ao diabetes tipos 1 e 2
apresentando maior frequéncia nos grupos controles (DM1 caso = 22,3%
controle= 31,6% OR= 0,62; DM2 caso= 3,51% controle= 18,79% OR= 0,16).
Este mesmo haplétipo ndo apresentou diferenca significativa entre casos e
controles no diabetes gestacional.

A frequéncia do haplotipo TCC foi maior em casos do que em controles
no DM1 (25,6% e 19,2% respectivamente; OR= 1,46) apresentando um efeito
de predisposicdo ao diabetes mellitus tipo 1. Ja nas analises de DM2 este
haplétipo so6 foi encontrado no grupo controle com uma frequéncia de 2,56% e
nao diferiu entre casos e controles do DMG (1,75% e 4,60% respectivamente).
Por ser um haplétipo de frequéncia muito baixa nas analises de DM2 e DMG
estima-se que ele ndo apareceu nos casos de diabetes tipo 2 devido ao

pequeno tamanho da amostra.
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No haploétipo TTC houve um efeito de predisposi¢do ao diabetes tipo 2 e
ao diabetes gestacional pois apresentou uma frequéncia significativa maior em
casos do que em controles em ambas as analises (DM2 41,22% e 20,74%
respectivamente OR= 2,69; DMG 32,15% e 19,2% OR= 1,84) , ja nas analises
do grupo de casos e controles de diabetes tipo 1 este haplétipo ndo apareceu.

Os haplotipos CTT e CTC apresentaram um efeito protetor ao diabetes
tipo 2 com uma frequéncia de 23,49% e 31,76% e 6,06% e 18,97%
respectivamente, em casos e controles. Nos demais grupos nao houve
diferenca significativa entre casos e controles.

No grupo de diabéticos do tipo 2 houve uma frequéncia muito maior em
casos do que em controles do haplétipo CCT (22,42% e 1,33%
respectivamente; p= 0,00) e o OR correspondente a esta relacdo é de 22,11 o
que indica um alto efeito de predisposicdo ao DM2. Porém n&o houve qualquer
diferenca significativa nos outros grupos caso/controle estudados de DM1 e
DMG.

Outro haplétipo que ndo apresentou diferenca significativa no grupo
caso/controle de DM1 foi o CCC, porém este haplétipo apareceu com uma
frequéncia muito baixa em casos de DM2 (1,16%) e ndo apareceu em
controles. J4 no DMG apareceu em 2,76% dos controles e ndo apareceu nos
casos, o0 que se justifica pelo fato do pequeno tamanho amostral.

Em sintese, foram encontrados trés haplétipos possiveis de
predisposicao ao diabetes mellitus tipo 2 (TTT; TTC; CCT). Obtendo-se como
base o haplétipo TTT observa-se que a presenca da variante rs4557160 e
rs7626281quando aparecem juntas ndo ocasionam mudanca no efeito de
predisposicao assim como a presenca isolada da variante rs13095976, porém
a presenca da variante rs7626281 quando sozinha determina um efeito protetor
ao DM2 (TCT) assim como a variante rs4557160 sozinha (CTT) também
desenvolve um efeito protetor ao DM2. O conjunto das variantes rs4557160 e
rs13095976 (CTC) determina um efeito protetor a doenca. Assim se tem duas
hipoteses para esse feito: 1) Como esses SNPs estdo em forte desequilibrio de
ligacdo entre eles e apresentam diferencas em suas combinagfes haplotipicas
entre casos e controles pode-se dizer que alguma variante entre esses SNPs

ou em torno deles possa ser a responsavel por alguma variacdo na atividade
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da enzima Sucrase-lsomaltase que esteja associada ao DM2; 2) Outra
hipotese pode ser um efeito regulatério da presenca concomitante de alguns
dos SNPs que leve a alguma alteracdo na expressédo do gene Sl que esteja
associado ao DM2.

No grupo caso/controle de diabéticos tipo 1 foi encontrado dois
haplétipos de predisposicdo a doenca (TTT e TCC), sendo que apenas a
presenca do rs7626281 isoladamente permitiu um efeito protetor ao DM1
(TCT), nos demais haplétipos possiveis ndo houve diferenca significativa entre
casos e controles. Assim pode-se deduzir que o rs7626281 quando presente
isoladamente promova um efeito de inibicdo a alguma variante presente nesta
regido que esteja associada ao DM1.

Para o estudo com diabetes gestacional foi encontrado apenas um
haplétipo de predisposicdo, o TTC que também foi caracterizado como
haplétipo de predisposicdo em DM2, o que € plausivel, pois essas duas
doencas apresentam fisiopatologia semelhante. Porém quando ha uma troca
do rs13095976 C pelo T ha um efeito protetor ao DMG (TTT) ao contrario do
que ocorre em DM2, onde |4 este haplétipo apresenta efeito de predisposicao,
levando-se a pensar que alguma variante ao entorno dessa regiao possa estar
inibindo ou ativando o efeito do haplotipo TTT em DMG e DM2
respectivamente.

As diferencas observadas no efeito dos haplotipo podem sugerir uma
etiologia diferenciada para os trés tipos de diabetes, pelo menos no que se
refere a um possivel papel do gene SI. De modo geral, o efeito parece ser mais
representativo para DM2.

Com relacdo as analises de regressédo, nao foi encontrada nenhuma
associacdo das demais variaveis (HDL, LDL, Triglicerideos e IMC) com a idade
de inicio do diabetes tipo 1. J& nas amostras de diabetes gestacional houve
maiores valores para IMC, triglicerideos e LDL o que ja era esperado,
confirmando os dados encontrados no trabalho de GUIMARAES (2011). Para o
grupo caso/controle de diabetes tipo 2 ndo foi possivel realizar analise de
regressdo por falta de dados de IMC, LDL, HDL e triglicerideos, pois essas
amostras foram coletadas em estudo anterior onde ndo foram recolhidos esses

dados.
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8 CONCLUSAO

Conclui-se que o0s SNPs estudados (rs4557160, rs7626281 e
rs13095976) isoladamente ndo estdo associados a nenhum dos tipos de
diabetes mellitus (DM1, DM2 e DMG). Nao houve associacdo de outras
variaveis como HDL, LDL, IMC e triglicerideos com idade de inicio do diabetes
mellitus tipo 1 e houve uma associacao, ja esperada, de LDL, triglicerideo e
IMC em gravidas diabéticas. As analises haplotipicas apresentaram trés
haplétipos de predisposicdo ao DM2, dois haplétipos de predisposicdo ao DM1
e um haplotipo de predisposicdo ao DMG. Podendo representar um efeito
regulatorio na expressdo do gene Sl que esteja associado aos trés tipos de
diabetes, ou que alguma variante localizada entre esses SNPs seja a variante
funcional que esteja alterando a atividade da enzima, ou ainda indicando
alguma variante de outro gene, proximo ao gene Sl, em desequilibrio de

ligagcdo com esses haplotipos.
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