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RESUMO

Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) é um disturbio metabdlico cada vez mais comum e
grave. E caracterizado por defeitos tanto na secre¢cdo como na acdo da insulina.
Fatores ambientais e genéticos contribuem para a doenca, mas na vasta maioria dos
casos a etiologia ainda ndo € compreendida. Tém sido apontadas algumas variantes
em genes especificos que predisporiam a doenca, entre eles FTO, TCF7L2, ABCCS,
SLC2A2 e ADRA2A. Polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) nestes genes foram
associados com caracteristicas de sindrome metabodlica em varias populagbes. O
presente estudo do tipo caso-controle realizado em uma populacdo brasileira,
avaliou a associacdo dos polimorfismos rs9939609 e rs8050136 no gene FTO;
rs7903146 e rs12255372 no gene TCF7L2, rs3758947 no gene ABCCS, rs5393 no
gene SLC2A2 e rs10885122 no gene ADRA2A com DM2. Estes SNPs foram
genotipados em 120 pacientes com DM2 e 121 individuos saudaveis (grupo
controle) utilizando a plataforma ® TagMan para a genotipagem. Nao foi observada
a diferenca de frequéncia genotipica e alélica para os polimorfismos nos cinco genes
testados. As frequéncias dos alelos raros (95%IC) em individuos com DM2 e grupo
controle respectivamente para os polimorfismos do gene FTO rs9939609 alelo A
37% (31-43%), 36% (30-42%), rs8050136 alelo A 37% (31-43%), 37% (31-43%),
TCF7L2 rs7903146 alelo T 34% (28-40)%, 31% (25-37%), rs12255372 alelo T 33%
(27-39%), 28% (23-34%), ABCC8 rs3758947 alelo T 20% (15-26), 22% (16-27%),
SLC2A2 rs5393 alelo C 21% (16-26%), 20% (15-25%) e ADRA2A rs10885122 alelo
T 20% (15-26%), 19% (14-24%) sendo semelhantes as descritas para outras
populacdes caucasoides, e maiores quando comparados a populacdes orientais.
Polimorfismos nos genes FTO, TCF7L2, ABCC8, SLC2A2 e ADRA2A nao parecem
estar associados com DM2 na populagéo brasileira.

Palavras-chave: Diabetes tipo 2; polimorfismo; FTO; TCF7L2; ABCC8; SLC2A2;
ADRAZ2A.



ABSTRACT

Type 2 diabetes is an increasingly common, serious metabolic disorder. It is
characterised by defects in both insulin secretion and action. Both genetic and
environmental factors contribute to the disease but in the vast majority of cases the
aetiology is still not understood. Some variants have been identified in specific genes
that predispose to disease, including FTO, TCF7L2, ABCC8, SLC2A2 e ADRAZ2A.
The single nucleotide polymorphisms (SNPs) in these genes have been associated
with features of the metabolic syndrome across various populations. The present
case—control study undertaken in the Brazilian population, evaluates the association
of polymorphisms rs9939609 and rs8050136 in FTO gene; rs7903146 and
rs12255372 in TCF7L2 gene, rs3758947 in ABCC8 gene, rs5393 in SLC2A2 gene
and rs10885122 in ADRA2A with T2D. These SNPs were genotyped in 120 T2D
cases and 121 non-diabetic healthy controls using the TagMan® Assay. No
difference in the distribution of genotype and allele frequencies was observed for all
polymorphisms in the five genes tested. The frequencies of the rare allele (95% CI) in
subjects with T2DM and control group respectively for gene polymorphisms FTO
rs9939609 allele A 37% (31-43%), 36% (30-42%), rs8050136 allele A 37% (31-43%),
37% (31-43%), TCF7L2 rs7903146 allele T 34% (28-40)%, 31% (25-37%),
rs12255372 allele T 33% (27-39%), 28% (23-34%), ABCC8 rs3758947 allele T 20%
(15-26), 22% (16-27%), SLC2A2 rs5393 allele C 21% (16-26%), 20% (15-25%), e
ADRA2A rs10885122 allele T 20% (15-26%), 19% (14-24%) being similar to those
described for other Caucasoids populations, and larger when compared to eastern
populations. Polymorphisms in FTO, TCF7L2, ABCC8, SLC2A2 and ADRA2A do not
seem to be associated with T2D in the brazilian population.

Key words: Type 2 diabetes; polymorphism; FTO; TCF7L2; ABCCS8; SLC2AZ2;
ADRAZ2A.
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1 INTRODUCAO

A prevaléncia do Diabetes mellitus (DM) esta crescendo em todo o mundo
devido a mudanca do estilo de vida, tais como padrbes de consumo alimentar,
inatividade fisica, obesidade, urbanizacdo e envelhecimento das populacdes. O
aumento do diabetes esta ligado diretamente ao incremento da mortalidade por
cetoacidose diabética, gangrena e nefropatia; ou indiretamente, através de sua
associacdo com outras condi¢des, tais como as doencas cardiovasculares. A
compreensao dos mecanismos pelos quais o diabetes leva a mortalidade €
necessaria para intervencdes adequadas e procedimentos de prevencdo (ADAIR;
RAO, 2010).

O numero de diabéticos esta crescendo rapidamente, com previsdo de que o
namero total de casos em todo o mundo devera aumentar para 366 milhdes até o
ano de 2030, transformando a patologia em epidemia global (WILD et al., 2004).

A identificacdo de variantes genéticas associadas ao DM é tema relevante
na pesquisa clinica atual. Estudos genéticos em diferentes tipos de diabetes (tipo 1,
tipo 2 e diabetes gestacional) demonstraram o envolvimento de multiplos genes
(NEWELL, 2004).

A variacao genética que ocorre em 90% no genoma humano é representada
pelo polimorfismo de Unico nucleotideo (Single Nucleotide Polymorphism, SNP), que
pode ser responsavel pelas diferencas inter-individuais em fendtipos. Estudos de
frequéncia dos polimorfismos e sua associacdo a doencas podem contribuir para a
identificacdo da origem ou do mecanismo celular de suceptibilidade ou mesmo de
protecdo para as mesmas, podendo assim propiciar informacao diagnostica acurada,
0 que resultaria no diagnodstico precoce, prevencao, e eficiente tratamento dessas
doencas.

Assim, polimorfismos nas regibes de codificacdo e promotora dos genes
candidatos estudados devem ser analisados em grupos étnicos especificos para
determinar o seu significado funcional e o impacto sobre o desenvolvimento do
diabetes tipo 2.

A andlise dos multiplos dados (antropométricos, clinicos, laboratoriais,

genéticos, dentre outros) para a selecéo de fatores de risco/protecdo associados ao
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diabetes mellitus tipo 2 € complexa por ser uma sindrome que apresenta diferentes
fenotipos.

Neste contexto, a proposta desta dissertacdo foi avaliar a variabilidade de
genes diabetogénicos e suas relagcdes com outros biomarcadores, com a finalidade
de ampliar o conhecimento dos processos fisiopatologicos associados ao Diabetes

mellitus tipo 2.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DIABETES MELLITUS

Glicemia e o diabetes estdo aumentando globalmente, impulsionados tanto
pelo crescimento populacional quanto pelo envelhecimento, uma vez que atualmente
as populagbes atingem uma maior idade. Intervencdes preventivas eficazes séo
necessarias, e os sistemas de saude devem se preparar para detectar e controlar o
diabetes e suas sequelas. Danaei e colaboradores (2011) demonstraram que 0O
namero de diabéticos mais que duplicou de 1980 (153 milhdes de diabéticos) para
2008 (347 milhdes de diabéticos), mostrando que o diabetes é uma epidemia
crescente (DANAEI et al., 2011). Através do CENSO-IBGE - 2010 da populacéo
brasileira estima-se que haja cerca de 12 milhdes de diabéticos no Brasil. O nimero
de pessoas com DM demonstra a magnitude do problema (SBD, 2013).

O Diabetes mellitus (Diabetes melito, DM) é um grupo de doencas
metabdlicas, caracterizado por hiperglicemia crbnica, resultante de defeitos na
secrec¢ao da insulina, na acao deste hormoénio ou ambos (ADA, 2014a).

O diabetes é classificado em quatro grandes grupos segundo as principais
associacfes mundiais voltadas ao tema (SBD, 2012-2013; ADA, 2014a):

e Diabetes mellitus tipo 1 (DM1) resultante da destruicdo das células B
pancreaticas, geralmente levando a uma absoluta deficiéncia de insulina.
Cerca de 10% dos diabéticos estédo neste grupo.

e Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) resultante de um defeito progressivo na
secre¢do de insulina bem como da resisténcia a insulina. O DM2 esta
fortemente associado a obesidade e responde por cerca de 90% dos
diabéticos.

e Outros tipos especificos de diabetes devido a multiplas causas. Como por
exemplo: defeitos genéticos da funcdo de células-B (MODY), defeitos
genéticos na acdo da insulina, doencas exocrinas do pancreas (fibrose
cistica) ou induzidos por drogas ou substancias quimicas (tratamento do HIV

ou apos o transplante de 6rgaos).
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e Diabetes mellitus gestacional (DMG) € caracterizado como qualquer
alteracdo no metabolismo da glicose com diagndstico inicial durante a
gravidez. O DMG esta presente na populacédo brasileira em de cerca de 4-
7% das gestacoes.

Atualmente o Diabetes tipo 2 (DM2) € considerado uma das grandes
epidemias mundiais do século XXI e um problema de saude publica, tanto nos
paises em desenvolvimento como desenvolvidos. O DM2 é também denominado de
diabetes néo insulino dependente ou diabetes do adulto (ADA, 2014a).

O DM2 frequentemente € diagnosticado somente apds muitos anos em que
a resisténcia a insulina ja se estabeleceu. A hiperglicemia se desenvolve de forma
gradual e nos estagios iniciais ndo € suficientemente severa para o desenvolvimento
de sintomas classicos ou mesmo de alterar os testes diagnosticos do diabetes
(BRATUSCH-MARRAIN; WALDHAUSL, 1987; ADA, 2014a). Os critérios para o
diagnéstico do diabetes segundo a Associacdo Americana de Diabetes e a
Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD, 2012-2013), estao descritos na tabela 1.

TABELA 1 - CRITERIOS PARA O DIAGNOSTICO DO DIABETES MELLITUS

Critérios Analitos Concentracoes Comentérios
1* HbA1C >6,5 % O teste deve ser realizado com método
padronizado e certificado pelo NSGP e
padronizado pelo ensaio do DCCT

ou
2* Glicemia em >126 mg/dL Jejum definido como auséncia de ingesta
jejum de alimentos caléricos por no minimo 8
horas
ou
3* Glicemia 2h >200 mg/dL O teste deve ser realizado como descrito
apos 75g de pela OMS utilizando dose oral de glicose
glicose oral contendo o equivalente a 75g de glicose
dissolvida em agua
ou
4 Glicemia ao >200 mg/dL Este critério diagnostico deve ser
acaso associado a sintomas classicos de

hiperglicemia ou crise hiperglicémica
*Na auséncia de uma glicemia inequivoca os critérios 1 a 3 devem ser confirmados por repeticdo do
teste.
FONTE: (SBD, 2012-2013; ADA, 2014a)

A cetoacidose, uma complicacdo grave do diabetes decorrente de
deficiéncia aguda de insulina, raramente ocorre espontaneamente neste tipo de
diabetes. Quando diagnosticada, usualmente estd associada ao estresse ou a

presenca de outro processo patolégico, como a infeccdo (BONADIO, 2013; ADA,
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2014a). No entanto, estes pacientes tém risco aumentado de desenvolver as
complicacbes microvasculares e macrovasculares (MOTATAIANU et al., 2013;
SIMIC et al., 2013; PALLAYOVA; BANERJEE; TAHERI, 2014).

No DM2 a etiologia ainda ndo esta estabelecida. H4 um componente
genético, ainda mal definido, a obesidade, o sedentarismo e o envelhecimento
desencadeiam ou aceleram o aparecimento da doenga. Ocorre mais frequentemente
em mulheres e em individuos com hipertensédo ou dislipidemia e sua frequéncia varia
em diferentes subgrupos raciais/étnicos (ADA, 2014a).

A obesidade promove resisténcia a insulina. A secrecdo de insulina declina
nestes pacientes e € insuficiente para compensar a progressiva resisténcia a
insulina. Esta resisténcia a insulina pode melhorar com reducdo de peso e/ou
tratamentos farmacoldgicos para hiperglicemia, mas é raramente restaurada ao
normal. Estes diabéticos usualmente ndo necessitam de tratamento com insulina
para sobrevivéncia, o uso de drogras antidiabéticas orais é necesséario para o
controle glicémico. Apds longos periodos instalada a patologia, os pacientes
necessitam de insulina exdgena (STRASSER; PESTA, 2013; ADA, 2014a). Os
pacientes que ndo sdo obesos pelos critérios tradicionais de peso podem apresentar
uma porcentagem maior de gordura corporal distribuida predominantemente na
regido abdominal (VENDRELL; CHACON, 2013; ADA, 2014a).

A hiperglicemia crbénica, mesmo que reduzida, agrava a resisténcia e a
secrecdo de insulina. Porém, o mecanismo preciso dessa glicotoxicidade ndo esta
bem estabelecido. O conceito de lipotoxicidade também é usado para explicar a
patogénese do DM2. Os autores que difundem esta teoria sugerem que a elevagao
das concentracbes de acidos graxos livres circulantes e no meio intracelular induz
alteracdes na secrecao e acdo da insulina, as quais caracterizam o desenvolvimento
do DM2 (PESSIN; SALTIEL, 2000; KHOVIDHUNKIT et al., 2004). Recentemente foi
observado que a resisténcia a insulina e o DM2 estdo associados a ativacdo do
sistema imune inato, manifestado por elevacdo das concentragdes circulantes de
marcadores inflamatorios. As citocinas pré-inflamatérias ou agentes de fase aguda
que elas estimulam induzem resisténcia a insulina, bem como alteracdes de
secrecdo deste horménio (BUTCHER et al., 2014). A origem da associacdo entre
inflamacédo e DM2 permanece desconhecida. Entretanto, o tecido adiposo mediado
pelo sistema imune produz algumas citocinas (TNFa, IL-6), a possivel causa para a

intensificagcdo da resisténcia a insulina, a alteracdo da secrecdo de insulina e o
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desenvolvimento do DM2 (HOTAMISLIGIL et al.,, 1995; UYSAL; WIESBROCK;
HOTAMISLIGIL, 1998; VENDRELL; CHACON, 2013; SHI, C. et al., 2014).

A reducédo da quantidade de células B, a hiperglicemia e outras alteracfes
metabdlicas, que agravam a resisténcia e pioram a secrecao de insulina, dificultam a
investigagcdo da sequéncia de eventos envolvidos na patogénese nessa forma de
diabetes. Alguns estudos demonstram hereditariedade como um dos fatores para o
desenvolvimento do diabetes. Aproximadamente 15 a 25% em familiares de primeiro
grau de pacientes com DM2 desenvolvem uma intolerancia a glicose ou o diabetes
(PIERCE; KEEN; BRADLEY, 1995). Assim, o risco de DM2 é maior quando existe
uma histéria familiar positiva da doenca. Nesse sentido, diversos estudos
procuraram investigar em parentes de primeiro grau de pacientes com DM2 e em
individuos com intolerdncia a glicose, possiveis alteracfes primarias, tentando
caracterizar como se dé a instalagdo do DM2. Nos ultimos anos houve grande
progresso na definicdo das caracteristicas clinicas de individuos que desenvolvem
DM2, bem como em alteracdes moleculares envolvidas na patogénese dessa forma
de diabetes (SBD, 2013).

O DM2 parece ser um disturbio poligénico, multifatorial e é possivel que
polimorfismos possam facilitar a instalagdo da resisténcia a insulina (MALANDRINO;
SMITH, 2011; MARCHETTI et al., 2012; SCHEEN; PAQUOT, 2012).

2.2 VARIABILIDADE GENETICA ASSOCIADA AO DIABETES

As variacbes genéticas humanas mais comuns no genoma S&ao0 0S
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs-single nucleotide polymorphisms). Um
namero significante de polimorfismos tem sido associado com doengas humanas
complexas e alguns deles podem ser fatores diretos ou fator causal (BROOKES,
1999; HEMMINKI; BERMEJO, 2005; YAMADA, 2008). A identificacdo de
polimorfismos que contribuem para o risco de desenvolvimento de uma doenca
complexa fornece informacdes valiosas, que sédo importantes para o diagnostico
precoce, prevencdo e tratamento de doencas comuns (SUH; VIJG, 2005;
ANDERSON et al., 2007; WANG, L.; LUHM; LEI, 2007).

Muitos polimorfismos recentemente descobertos estdo localizados nas

regides ndo codificantes do DNA. Eles podem regular a expressdo de genes
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proximos ou distantes. Contudo genes alvos exatos e sua funcdo ndo sao
conhecidos na homeostase da glicose. Portanto a caracterizacdo metabdlica
detalhada dessas variantes pode fornecer dados para descobrir 0 mecanismo de
acdo (MANOLIO et al., 2009; WAGNER et al., 2011).

Descobertas subsequentes em estudos de associacdo gendmica ampla
(GWAS - genome-wide association studies) confirmaram a no¢éo prévia de que DM2
€ uma doenca genética complexa, mais de 60 locus foram associados com
suceptibilidade ao DM e espera-se que este numero aumente num futuro proximo
(NTZANI; KAVVOURA, 2012).

Muitas variantes comuns em genes candidatos funcionais e posicionais,
incluindo FTO (CONSORTIUM, 2007; FRAYLING; MCCARTHY, 2007; SCOTT et al.,
2007; ZEGGINI et al., 2007), TCF7L2 (CONSORTIUM, 2007; SANDHU et al., 2007;
SAXENA et al, 2007; SCOTT et al, 2007; SLADEK et al., 2007,
STEINTHORSDOTTIR et al., 2007), ABCC8 (KILPELAINEN et al., 2007), SLC2A2
(KILPELAINEN et al., 2007; DUPUIS et al., 2010) e ADRA2A (DUPUIS et al., 2010;
GRARUP; SPARSO; HANSEN, 2010) tém sido estudados para avalir o seu possivel

papel como determinantes do DM2.

2.2.1 Gene FTO (Fat Mass and Obesity Associated gene; gene associado a massa

corporal e a obesidade)

Este gene localiza-se no cromossomo 16 (cromossomo 16gl12.2;
NC_000016.9 -53737875.54148379, figura 1). Também conhecido como gene de
massa de gordura e esta associado a obesidade. Sua funcéo fisioldégica exata néo é
conhecida. Estudos em ratos e seres humanos indicam um papel no sistema
cardiovascular e nervoso e uma forte associagdo com risco de obesidade, indice de
massa corporal e diabetes tipo 2 (NCBI, 2012).

O gene FTO foi descoberto em camundongos e recebeu o nome de FT
(Fused Toes) pelo fato dos mesmos apresentarem os dedos unidos. Em seguida, o
gene foi clonado e caracterizado como um gene de tamanho grande, que expressa
uma proteina com 502 aminoacidos, sendo assim, denominado FATSO (“gordinho”)

e abreviado como FTO. Com a verificagdo de sua associa¢cdo ao acumulo excessivo
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de gordura corporal, o Gene Nomenclature Committee da Human Genome
Organisation substituiu 0 nome do gene de FTO para Fat Mass and Obesity
Associated (gene associado a massa corporal e da obesidade), porém manteve a
sigla FTO (LIMA, 2010).

O gene FTO codifica uma demetilase de acidos nucléicos dependente de 2-
oxoglutarato. A enzima FTO é homologa a familia de proteinas AlkB (alkylation), as
quais sdo enzimas de reparo do DNA por dano por alquilacdo. Consequentemente,
estudos bioquimicos in vitro revelaram que FTO pode ser um membro da
superfamilia de dioxigenases dependentes de Fe (ll) e de 2-oxoglutarato (20G)
(GERKEN et al.,, 2007; SANCHEZ-PULIDO; ANDRADE-NAVARRO, 2007). Em
metazoarios estas enzimas estdo envolvidas em diversos processos, incluindo a
deteccado de oxigénio, reparo do DNA, metabolismo de acidos graxos e modificacdes
pés-transducionais (OZER; BRUICK, 2007; WAHLEN; SJOLIN; HOFFSTEDT, 2008;
PENG et al., 2011).

Em humanos e camundongos a expressdao do FTO €& mais abundante no
cérebro, principalmente nos ndcleos hipotalamicos, os quais regulam o equilibrio de
energia. Em ratos a expressao hipotalamica foi regulada pela alimentagcéo e pelo
jejum (FRAYLING et al., 2007; GERKEN et al., 2007). Os niveis de expressédo do
gene FTO no jejum sao reduzidos no ndcleo arqueado do hipotdlamo, enquanto
dietas ricas em gordura aumentam seus niveis de expressdo. O FTO pode
influenciar a homeostase energética por apresentar efeito direto na ingestéao
alimentar (YEO; O'RAHILLY, 2012).

Adicionalmente, um numero crescente de evidéncias indica que o cérebro
pertence a classe de 6rgdos sensiveis a insulina, e a expressao de receptores de
insulina foi detectada no bulbo olfatério, hipotalamo, cértex cerebral, cerebelo, e
hipocampo (HAVRANKOVA; ROTH; BROWNSTEIN, 1978; VAN HOUTEN et al.,
1979). A insulina blogueia a liberacdo de neuropetideos orexigenos e estimula a
liberacdo de neuropetideos anorexigenos nos neurdnios hipotalamicos do nudcleo
arcado, induzindo assim a saciedade e inibicdo da ingestdo de alimentos (PLUM,;
BELGARDT; BRUNING, 2006). Além disso, a insulina parece estar envolvida na
regulacdo da sobrevivéncia neural, aprendizagem e memoria (VAN DER HEIDE;
RAMAKERS; SMIDT, 2006). Foi demonstrado em humanos que a insulina estimula a
atividade coértico cerebral em individuos esguios, mas ndo em obesos, sugerindo

uma potencial modulacdo pela insulina das fungbes cortico cerebrais (tais como


http://en.wikipedia.org/wiki/Alkylation
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visdo, audicdo, toque ou controle dos movimentos) e demonstrando que a
resisténcia a insulina cértico cerebral é reflexo da obesidade (TSCHRITTER et al.,
2006).

Estudos recentes in vivo em humanos forneceram a evidéncia de que
polimorfismos no gene FTO aumentam a ingestdo de alimentos, mas ndo o gasto
energético (JACOB et al., 2000; CHUANG et al., 2001; EK et al., 2001; STUMVOLL
et al., 2001; GONZALEZ SANCHEZ et al., 2002; POULSEN et al., 2003).

Para o presente estudo, foram selecionados os polimorfismos rs9939609 e
rs8050136 (figura 1). O polimorfismo rs9939609 localiza-se no intron 1 do gene FTO,
e é constituido pelos alelos A e T, sendo A o alelo de risco. O polimorfismo
rs8050136 também se localiza no intron 1 e contempla os alelos: A (alelo de risco) e
C (BERULAVA; HORSTHEMKE, 2010). FTO é um gene constituido de 9 exons e 8
introns, contendo mais de 400 kb no cromossomo 16 em humanos. Todos o0s
polimorfismos identificados até agora estao localizados no primeiro e maior intron do
gene (CHEUNG; YEO, 2011).
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FIGURA 1 — LOCALIZACAO E ORGANIZACAO GENOMICA DO GENE FTO
O gene FTO apresenta 9 exons (caixas azuis) e 8 introns. Em destaque na parte inferior
da figura a localizacdo dos polimorfismos em estudo no intron 1. O sitio de ligagé@o para
CUTL 1 (local de ligagdo do fator de transcricdo) onde se encontre o polimorfismo
rs8050136 esta em destaque. E uma regido reguladora de sobreposicdo dentro de intron
1 de gene FTO e este contém um sitio de ligacdo do fator de transcricdo putativo
(CUTL1), que coincide com um SNP (rs8050136) e esta associada a obesidade. Foi
registrado um nivel de redugdo da expressao do FTO quando o sitio CUTL1 é diminuido
nos fibroblastos humanos, no entanto o mecanismo deste fendmeno ndo esta
elucidado(STRATIGOPOULOS et al., 2008).
A marcac¢do em vermelho da figura indica o braco longo (q) do cromossomo 16, na
posicéo 12.2.
FONTE: Adaptado de (CHEUNG; YEO, 2011; GENECARDS, 2014c).
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Varios pesquisadores encontraram associagdo significativa do rs9939609 do
gene FTO com o DM2 para a populacéo inglesa (FIELD et al.,, 2007), escoceses
(DONEY et al., 2009) e franceses (LEGRY et al., 2009).

O rs9939609 do FTO apresentou relacdo significativa com IMC e obesidade
(FRAYLING et al., 2007), em brancos (BRESSLER et al., 2010) e mulheres brancas
hispanicas (SONG et al., 2008).

Para a populacdo asiatica de chineses Han foi encontrada associacao
significativa do rs9939609 e rs8050136 com DM2 e obesidade (LI, H. et al., 2008;
LIU, Y. et al., 2010).

Os Polimorfismos rs9939609 e rs8050136 apresentaram associacao
significativa com obesidade e IMC numa populacéo de obesos (PENG et al., 2011),
em afro-americanos (WING et al., 2009), em indianos (CHAUHAN et al., 2011),
criancas indianas (DWIVEDI et al., 2012) e uma populacdo mista (afro americana,
hispano americana, euro americana) de criancas (KLIMENTIDIS et al., 2011).

A sindrome metabdlica foi associada significativamente com 0s
polimorfismos rs9939609 e rs8050136 na populacédo de japoneses (HOTTA et al.,
2011) e meta-analise multiétnica (WANG, H. et al., 2012).

Para o rs9939609 néo foi encontrada associagao significativa entre o IMC
para mulheres negras e asiaticas/ilhas do pacifico (SONG et al., 2008).

Para a populagcéo de indianos (CHAUHAN et al., 2011) e a populacéo do
leste asiatico (XI; MI, 2009) nao foi encontrada correlacdo com o DM2.

Como a obesidade constituiu o principal risco para DM2, espera-se que
variagbes genéticas afetando a adiposidade influenciariam o risco para o diabetes.
De fato, alguns polimorfismos, sendo os principais os dois analisados neste estudo,
(rs8050136 e rs9939609) apresentaram efeito sobre adiposidade e risco para 0 DM2
em estudos transversais e prospectivos em varios grupos étnicos. A associacao
entre o DM2 foi abolida pelo ajuste do IMC (FRAYLING et al., 2007; ANDREASEN et
al., 2008; TAN et al., 2008), demonstrando claramente que a associacdo destes
polimorfismos com DM2 é explicada pelos seus efeitos na adiposidade. Em média,
os portadores dos polimorfismos no gene FTO exibem um aumento do IMC de
0,4 Kg/m? por alelo de risco (FRAYLING et al., 2007). Mas em estudo subsequente,
foi demonstrado que o polimorfismo rs8050136 no gene FTO prejudica a atividade
cortex cerebral estimulada pela insulina, e este efeito foi detectado apos corregéo
para IMC (TSCHRITTER et al., 2007).
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2.2.2 Gene TCF7L2 (Transcription factor 7-like 2; fator de transcricdo 7 semelhante

ao 2; gene associado a homeostase da glicose)

Este gene esta localizado no cromossomo 10 (Cromossomo 10025.3;
NC 000010.10 - 114710009.114927437), também €& conhecido como fator de
transcricdo 7- semelhante ao 2. Este gene codifica uma proteina de alta mobilidade,
um fator de transcricdo que desempenha funcao relevante em vias de sinalizacao.
Estudos demonstraram que esta proteina estd ligada a homeostase da glicose
plasmatica. Muitas variantes transcricionais que codificam varias isoformas
diferentes tém sido encontrados para este gene (NCBI, 2012).

O TCF7L2 é expresso em varios tecidos, incluindo o intestino e pancreas, e
esta envolvido na cascata de sinalizacdo Wnt (CHIANG; IP; JIN, 2012; IP; CHIANG,;
JIN, 2012). O nome Wnt é derivado Wg (de gene de polaridade segmentar Wingless
em virtude do fenotipo mutante: moscas sem asas) e int (gene int de camundongo
que codifica proteina Proto-Oncogénica int-1 — ativado pela integracdo de um virus
préximo ao gene). A via de sinalizacdo Wnt é uma cascata de sinal de transducao
altamente conservada, que tem um papel central no desenvolvimento embrionario e
a regeneracdo de tecidos (IP et al., 2012). Esta via ndo s6 interage com varias
outras vias de sinalizacdo importantes, administrando a organogénese, mas também
esta envolvida na regulacdo hormonal e na expressdo do gene e da homeostase
metabolica (YI; BRUBAKER; JIN, 2005; JIN; LIU, 2008). Anormalidades na via de
sinalizacdo Wnt podem levar ao desenvolvimento de tumores e outras doencas,
incluindo diabetes tipo 2 (CLEVERS, 2006; YANG, 2012).

As proteinas Wnt sdo moléculas-sinal secretadas que ativam pelo menos 3
tipos de vias de sinalizacdo intracelular. A principal via de sinalizacéo efetora é a
Wnt/B-catenina, também conhecida como via Wnt candnica (Figura 2). As trés vias
iniciam com a ligagdo das Wnts aos receptores de superficie celular da familia
Frizzled, proteinas transmembrana de sete passos, com estrutura semelhante aos
receptores acoplados as proteinas G (CPCR - G-protein-coupled receptors). Quando
ativadas pela ligacdo de Wnt, as proteinas Frizzled recrutam a proteina de suporte
Dishevelled (Dvl) (IP; CHIANG; JIN, 2012).

A via Wnt/B-catenina atua pela regulagdo da protedlise de uma proteina
multifuncional chamada de B-catenina (ou Armadillo, em moscas), que atua na

adesao ceélula-célula e regulacdo génica. As Wnts atuam somente nesta via pela
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interacdo com a proteina Frizzled e com a proteina correceptora relacionada ao
receptor de lipoproteina de baixa densidade (LDL — low density protein), sendo, por
isso, denominada de proteina relacionada ao receptor de LDL (LRP — LDL receptor-
related protein). A degradacdo das [B-cateninas citoplasmaticas depende de um
grande complexo de degradacao proteico, que se liga a B-catenina e a mantém fora
do ndcleo enquanto promove sua degradacdo. O complexo contém, pelo menos,
outras quatro proteinas: uma serinatreonona-quinase, chamada de caseina-quinase
1 (CK1 — Casein kinase 1) que fosforila uma serina da B-catenina, marcando-a
assim, para outra fosforilagcdo por outra serinatreonina-quinase, chamada de
glicogénio sintase quinase 3 (GSK3 - Glycogen synthase kinase 3); esta Ultima
fosforilacdo marca a proteina para ubiquitinacdo e degradacdo rapida nos
proteossomas (DIERICK; BEJSOVEC, 1999; ZENG et al., 2005). Duas proteinas de
suporte, chamadas de axina e polipose adenomatosa de célon (APC - adenomatous
polyposis coli), estabilizam o complexo (STAMBOLIC; RUEL; WOODGETT, 1996)
(figura 2A).

A ligacdo de proteinas Wnt a Frizzled e LRP promove a inibicdo da
fosforilacdo e degradacdo de B-catenina. O mecanismo ndo € compreendido em
detalhes, mas requer Dishevelled (Dvl) e varias outras proteinas que se ligam a
Dishevelled, incluindo CK1. Como resultado, B-catenina néo fosforilada acumula no
citosol e nucleo. O aumento de B-catenina ndo degradada causado pela sinalizacao
Wtn permite a entrada de B-catenina ao nucleo e ligacdo a fatores transcricionais,
formando o fator de transcricdo bipartido (B-catenina/LEF1 ou B-catenina/TCF)
formado por B-catenina livre e fator de transcricdo de célula T (TCF - T cell fator) ou
fator linféide intensificador-1 (LEF-1 - lymphoid enhancer factor-1). A formacdo do
fator de transcricdo bipartido desloca Groucho, e induz a transcricdo de genes-alvo
Win (Figura 2B) (KORINEK et al., 1998).

A GSK-3 tem sido reconhecida como uma importante moduladora negativa
da via de sinalizacdo Wnt (STAMBOLIC; RUEL; WOODGETT, 1996). Litio e outros
inibidores de GSK-3 podem mimetizar a funcdo de ligantes Wnt e estimular a
expressao de genes-alvo a Wnt (figura 2B) (STAMBOLIC; RUEL; WOODGETT,
1996).
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FIGURA 2 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA VIA DE SINALIZACAO WNT CANONICA

A) Na auséncia de sinal de Wnt, algumas B-cateninas que néo estéo ligadas a cauda
citosdlica das caderinas (ndo mostrado) e as B-cateninas citosolicas ligam-se ao
complexo de degradacgéo formado pela APC (polipose adenomatosa de coélon), axina,
GSK3 (glicogénio-sintase-quinase-3) e CK-1a (caseina quinase 1a). Nesse complexo, a
B-catenina é fosforilada pela CK-1a e pela GSK3, o que desencadeia sua ubiquitinagcdo
e degradacdo nos proteossomos. Os genes que respondem a Wnt sdo mantidos
inativos pela ligagdo da proteina correpressora Groucho a proteina reguladora génica
LEF1 (fator liféide intensificador-1)/TCF (fator de transcricdo de célula T).

B) A ligacdo de Wnt a Frizzled e a LRP-5/6 (proteina relacionada ao receptor de LDL-
5/6) reune os dois tipos de receptores, resultando no recrutamento do complexo de
degradacdo para a membrana plasmatica e na fosforilagdo da cauda citosdlica de LRP
pela GSK-3 e pela CK-1a. A axina se liga a LRP fosforilada, sendo inativada e/ou
degradada. O complexo de degradacdo, agora sem axina, torna-se inativo e, desta
forma, a ubiquitinagéo e a degradacdo de B-catenina sdo bloqueadas, o0 que permite o
acUimulo e a translocacdo da B-catenina nao fosforilada para o nicleo. A Dishevelled e,
provavelmente, uma proteina G sdo necessarias para a atuacdo dessa via de
sinalizacdo; ambas se ligam a Frizzled, e Dishevelled se torna fosforilada (ndo
mostrado), mas seus papéis funcionais sdo desconhecidos. No ntcleo, a B-catenina se
liga a LEF1/TCF, desloca o correpressor Groucho e atua como um coativador na
estimulagéo da transcri¢éo de genes-alvo Wnt.

FONTE: (ALBERTS; WILSON; HUNT, 2010).
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O fator de transcricdo bipartido B-catenina/TCF também pode funcionar

como um efetor para outras cascatas de sinalizacéo, incluindo a insulina, fator de

crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1), peptideo 1 semelhante ao glucagon

(GLP-1; glucagon-like peptide—1) e um numero de outros horménios peptidicos e
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neurotransmissores que utilizam o AMP ciclico como um segundo mensageiro (JIN;
GEORGE FANTUS; SUN, 2008).

TCF7L2 é requerido para a sobrevivéncia e proliferacdo das células  do
pancreas, contudo seu papel € controverso, estudos mostram tanto efeitos deletérios
(LYSSENKO et al., 2007; SAVIC et al.,, 2011) como benéficos (SHU et al., 2008;
SHU et al., 2009). TCF7L2 também é requerido para a secrecdo de insulina pelas
células pancreédticas em resposta a glicose e incretinas (SHU et al., 2008). Foi
mostrado que a expressdao do gene de insulina se correlaciona fortemente com a
expressdo de TCF7L2 (LYSSENKO et al., 2007) e que a expressdo de GLP-1 e
receptor do peptideo inibitério gastrico (GIP — gastric innhibitory polypeptide)
depende da presenca do fator de transcricao TCF7L2 (SHU et al., 2009), fornecendo
uma explicacdo plausivel para o envolvimento deste gene na responsividade das
células B as incretinas. Foi mostrado por Norton e colaboradores (2011) que TCF7L2
constitui um regulador negativo potencial da gluconeogénese. Também foi
demonstrado o efeito metabdlico de TCF7L2 em outros 6géos, sua expressao em
adipdcitos é regulada pela insulina (AHLZEN et al., 2008). A figura 3 demonstra um

resumo com as potencias funcdes metabdlicas do gene TCF7L2.

TCF7L2

Sobrevivéncia da célula Producéo do GLP-1 Gliconeogénese | | Adipogénese
Secregéo de insulina (glucagon-like peptide- 1)

Expressao dos receptores Producéo Polipeptideo

de incretinas gastrico inibitério

Efeito de incretina

FIGURA 3 — RESUMO DAS POTENCIAS FUNQOES METABOLICAS DO TCF7L2
FONTE: Adaptado de (IP et al., 2012).

TCFL2 é o fator de risco para o diabetes mais significante e consistente
identificado até hoje (CHANDAK et al., 2007). Foi primeiramente identificado como
um gene que conferia risco para o diabetes em 2006 (BARRETT; CARDON, 2006).
Posteriormente, o polimorfismo mais comum no gene TCFL2 foi associado com o

DM2 em diferentes estudos populacionais (JIN; LIU, 2008).
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Os polimorfismos mais significantes foram detectados para dois SNPs
intrénicos rs7903146 e rs12255372 localizados 50 pb um do outro (GRANT et al.,
2006; GROVES et al., 2006; HUMPHRIES et al., 2006; SAXENA et al., 2006;
ZHANG et al., 2006; CHANDAK et al., 2007; SCOTT et al., 2007; ZEGGINI et al.,
2007; TABARA et al., 2009), sendo assim, estes foram selecionados para este
estudo. O gene TCFL2 possui 14 exons e 13 introns, que ocupam 215.863 pares de
bases (figura 4). O polimorfismo rs7903146 se encontra no intron 3 e € constituido
pelos alelos C e T (alelo de risco), e rs12255372 no intron 4, sendo constituido pelos
alelos G e T (alelo de risco) (SCOTT et al., 2006; PROKUNINA-OLSSON et al.,
2009; TONG et al., 2009; PANG; SMITH; HUMPHRIES, 2013).
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FIGURA 4 — LOCALIZAGCAO E ORGANIZAGAO GENOMICA DO GENE TCF7L2
O gene TCF7L2 apresenta 14 exons (caixas) e 13 introns. Em destague na parte
superior da figura a localizag&do dos polimorfismos em estudo
Ligacao B-catenina: Dominio de Interagc&o 3-catenina
HMG, ligacdo DNA: Dominio de proteina de grupo de alta mobilidade
Ligacao-CtBP: Dominio de ligagéo proteina C-terminal
A marcacdo em vermelho da figura indica o braco longo (q) do cromossomo 10, na
posicéo 25.3.
FONTE: Adaptado de (PROKUNINA-OLSSON et al., 2009; GENECARDS, 2014d).

Os polimorfismos rs7903146 e rs12255372 do gene TCF7L2 foram
associados significativamente com o DM2 por muitos pesquisadores (FLOREZ et al.,
2006; THORSBY et al., 2009; CRUZ et al., 2010; PENG et al., 2013), na populacao
do leste asiatico (LUO et al., 2009), em indianos (GUPTA et al., 2012; UMA JYOTHI
et al., 2013), em arabes da Tunisia (TURKI et al., 2013), em libaneses (NEMR et al.,
2012), na populacdo da Letdnia (KALNINA et al., 2012), em mexicanos (MARTINEZ-
GOMEZ et al., 2011), em suecos (NORDMAN et al., 2009), em japoneses (TABARA
et al., 2009), em espanhdis (GONZALEZ-SANCHEZ et al., 2008).
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O polimorfismo rs7903146 do gene TCF7L2 foi correlacionado com o DM2
na populacdo inglesa (GROVES et al., 2006), em uma populacdo mista
(Escandinavia, Pol6nia e EUA) (SAXENA et al., 2006), em chineses Han (DOU et al.,
2013), em jovens afro-americanos (DABELEA et al., 2011), em suecos finlandeses
(LYSSENKO et al.,, 2007) e nado foi associado ao DM2 na populacdo de jovens
brancos nao hispanicos (DABELEA et al., 2011).

O polimorfismo rs12255372 do TCF7L2 n&o apresentou associagao
significativa com o DM2 na populacao de chineses han (DOU et al., 2013).

Um estudo investigou a associacao entre os polimorfismos do gene TCF7L2
e a doenca arterial coronariana (DAC) em pacientes diabéticos e nao-diabéticos.
Foram genotipados os polimorfismos rs7903146, rs12255372 e rs11196205 em um
estudo transversal, incluindo 1.650 pacientes consecutivos submetidos a angiografia
coronariana para avaliacdo de DAC estavel ou suspeita. O rs7903146 foi
significativamente associado com a DAC. Esta associacéo era forte e significativa
em pacientes com DM2, mas ndao em individuos ndo diabéticos. Os polimorfismos
rs12255372 e rs11196205 também foram significativamente associados com DAC
em pacientes diabéticos. Portanto TCF7L2 representa uma forte associacao entre o
diabetes e a aterosclerose (MUENDLEIN et al., 2011).

HAUPT e colaboradores (2010) estudaram polimorfismos do TCF7L2 em
relacdo a composicao corporal e perda de peso durante a intervencao de estilo de
vida. Neste estudo foram genotipados 309 individuos alemées com risco aumentado
de desenvolver DM2 para os polimorfismos rs7903146, rs12255372 do TCF7L2,
sendo realizado o teste de tolerancia a glicose e medidas de gordura abdominal,
antes e depois, da intervencdo no estilo de vida apos 9 meses. Foi observado que
os portadores do alelo de risco (T) apresentavam menor secre¢do de insulina e
menor reducdo de IMC com a mudanga do estilo de vida. Essencialmente, os
mesmos resultados foram obtidos com rs12255372. Os dados demonstram que 0s
alelos (T) do gene TCF7L2 estdo associados ao diabetes e com uma menor perda
de peso em resposta a intervencao de estilo de vida.

Variantes do gene TCF7L2 estdo associadas a redugcdo na secrecdo de
insulina e consequentemente ao DM2 (HAUPT et al., 2010). Em estudo que
genotipou os polimorfismos rs7903146, rs12255372 em 2512 individuos, o alelo de
risco T do rs7903146 foi associado a maior concentracdo de glicemia em jejum (p =

0,01). Homozigotos T/T apresentaram um aumento de 23,5% da razdo pro-
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insulina/insulina (p<0,001) em comparagcdo com 0s homozigotos C/C. Nao foi
identificado neste estudo associacdo com IMC (p = 0,98), circunferéncia da cintura
(p = 0,89), o tecido adiposo subcutaneo (p = 0,32) ou tecido adiposo visceral
(STOLERMAN et al., 2009).

Curiosamente, os polimorfismos em TCF7L2 que afetam a funcdo das
células em relacdo a responsividade das células B a incretinas (LYSSENKO et al.,
2007; SCHAFER et al., 2007; SHU et al., 2008; SHU et al., 2009) e conversao de
pro-insulina em insulina (LOOS et al., 2007), concomitantemente parecem influenciar
em todo o corpo (DAMCOTT et al., 2006; ELBEIN et al.,, 2007; REINEHR et al.,
2008) e funcéo hepatica quanto a sensibilidade a insulina (ADAIR; RAO, 2010).

2.2.3 Gene ABCCS8 (ATP-binding cassette, sub-family C; cassete de ligacdo ao ATP,

subfamilia C, membro 8)

Este gene estd localizado no cromossomo 11 (Cromossomo 11p15.1;
NC_000011.9 - 17414432.17498449). Codifica uma proteina membro da subfamilia
de proteina de resisténcia a multidroga (MRP - multidrug resistance protein) também
conhecida como receptor de sulfoniluréia-1 (SUR1 - sulfonylurea receptor-1) e esta
envolvido na resisténcia & multiplas drogas (DE WET et al., 2012). A SUR € membro
da superfamilia de ligacdo ao ATP (AGUILAR-BRYAN et al.,, 1998). Splicing
alternativo deste gene tem sido observado, no entanto, as variantes de transcricéo
nao foram completamente descritas (SHI, N. Q.; YE; MAKIELSKI, 2005).

Os canais de potassio ATP-dependentes (Katp) pancreaticos sdo complexos
hetero-octoméricos compostos de quatro subunidades canais de K" retificadores
internos (Kir6.2 - inward-rectifier K) com uma regido especifica que serve como um
filtro seletivo acoplados a quatro subunidades do receptor SUR1 (high-affinity
sulfonylurea receptor) (AGUILAR-BRYAN et al.,, 1995). A figura 5 mostra a

representacado esquematica deste canal.
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FIGURA 5 - REPRESENTA(;AO ESQUEMATICA DO CANAL DE POTASSIO DEPENDENTE DE
ATP
As quatro subunidades Kir6.2 (inward-rectifier K) estdo envoltas pelas quatro
subunidades SUR1 (high-affinity sulfonylurea receptor).
FONTE: Adaptado de (RIEDEL; STECKLEY; LIGHT, 2005).

Os canais Katp s@0 amplamente expressos pelo corpo e importantes
mediadores na homeostase da glicose (RIEDEL; STECKLEY; LIGHT, 2005). O Katp
modula a captacdo de glicose do musculo esquelético e contribui para o controle
central da saida de glicose hepatica e do apetite, facilitando a resposta contra-
regulatéria a glicemia, tanto central quanto periférica, aumentando a liberacdo de
horménios como o glucagon (MIKI; SEINO, 2005). Nas células B-pancreaticas os
canais Karp possuem fungéo importante na regulacdo da secre¢do da insulina pelo
acoplamento do metabolismo celular com o potencial de membrana (BELL;
POLONSKY, 2001). A insulina é secretada pelas células  do pancreas em resposta
a alguns metabdlitos como glicose, acidos graxos, e alguns aminoacidos (RIEDEL;
STECKLEY; LIGHT, 2005).

No periodo pdés-prandial a glicose aumenta, estimulando o metabolismo da
glicose na mitocéndria da célula B pancreatica, levando a formagcéo de ATP com o
consumo de ADP. O aumento da concentragédo de ATP no citosol fecha os canais
Katp, O que resulta na despolarizagdo da membrana pela diminuicdo do efluxo de K,
sequencialmente ocorre uma ativacdo dos canais de calcio (Ca™) voltagem
dependente, aumentando a concentragdo de Ca™" no citosol. O aumento significativo
de célcio na célula estimula a exocitose de granulos de insulina (ASHCROFT, F. M;
RORSMAN, 1989), conforme demonstrado na figura 6.
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FIGURA 6 — REPRESENTA(;AO ESQUEMATICA DA LIBERA(;AO DE INSULINA DEPENDENTE DE
GLICOSE
Etapa 1: O aumento da concentracdo plasmatica de glicose promove sua internalizacéo
na célula pancreatica através do transportador de glicose GLUTZ2; Etapa 2: A acetil-CoA
proveniente do metabolismo da glicose (via glicolitica) e dos &cidos graxos €
internalizada na mitocondria e sua oxidacdo (ciclo dos acidos tricarboxilicos) e o
transporte dos elétrons resultam na sintese de ATP (T) e consumo de ADP ();
Etapa 3: O aumento da concentracdo de ATP no citosol fecha os canais Karp levando a
despolarizacéo da membrana pela diminui¢do do efluxo de K*;
Etapa 4: A diminuicdo do efluxo de potassio (K") resulta na despolarizacéo da membrana
que promove a abertura do canais de calcio (Ca2+) voltagem dependentes;
Etapa 5: A abertura dos canais de calcio resulta no aumento da concentracéo de calcio
intracelular, que estimula a fusdo de vesiculas secretoras de insulina com a membrana
plasmatica;
Etapa 6: Secrecédo da insulina para o sangue.
FONTE: Adaptado de (RIEDEL; STECKLEY; LIGHT, 2005).

O canal Katp nas células B pode ser regulado farmacologicamente pelo
medicamento sulfaniluréia, que age se ligando no canal, fechando-o, por isso
amplamente utilizado para o tratamento do DM2. Inversamente, uma segunda classe
de farmacos, tais como o diazéxido, agem abrindo o canal (GRANT et al., 2006).

Mutacbes no gene ABCC8 que resultam na perda de funcdo do canal Katp
promovem hiperinsulinismo da infancia, uma desordem séria caracterizada por
secrecdo nao regulada e excessiva de insulina (SEINO; MIKI, 2003; DUNNE et al.,
2004). Em contraste, mutagdes no gene KCNJ11 que levam a ganho de funcao na
subunidade formadora do poro (Kir6.2) prejudicam a secrecdo de insulina e
produzem diabetes neonatal permanente (GLOYN et al., 2004). Defeitos na

regulacdo metabodlica do canal Karp, cOMmo uma consequéncia de alteragbes do
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metabolismo, também resultam em diabetes (KOSTER et al.,, 2000; SEINO; MIKI,
2003; ASHCROFT, F.; RORSMAN, 2004).

Huopio e colaboradores (2003) descreveram uma mutacdo missense
heterozigética (E1506K) no gene ABCC8 como responsavel por alguns casos de
diabetes autossdmica dominante. Individuos afetados se caracterizam por
hiperinsulinismo congénito na infancia, perda da capacidade secretéria de insulina
no inicio da fase adulta e diabetes mellitus na meia idade. O mecanismo pelo qual
essas mutacdes levam a intolerancia a glicose e ao DM ainda nao foi elucidado.
Algumas hipoéteses incluem a faléncia progressiva na fungao das células 3 devido a
sua exaustdo; aumento da apoptose das células B como resultado da grande
concentracdo de calcio intracelular, e a interferéncia de outros fatores genéticos ou
ambientais (FLANAGAN et al.,, 2011). Este achado levou a sugestdo para o
abandono da descricdo do termo MODY (maturity onset diabetes of the young;
diabetes da maturidade de inicio precoce) e substituicdo pela designacdo diabetes
dominante autossdmica, do qual ABCC8 constituiria o sétimo tipo deste grupo
(GLASER, 2003).

Associacdes de variantes nos genes que codificam canais Katp tém sido
reportadas em varios estudos (INOUE et al., 1996; HANI et al., 1997; HANI et al.,
1998; HANSEN et al., 1998; ISHIYAMA-SHIGEMOTO et al., 1998; JI; HAN; WANG,
1998; HART et al., 1999; REIS et al., 2000; GLOYN et al., 2001; MEIRHAEGHE et
al., 2001; BARROSO et al., 2003; GLOYN et al., 2003; LOVE-GREGORY, L. et al.,
2003; NIELSEN et al., 2003), com dados conflitantes para variantes no gene ABCC8
e resultados mais consistentes para a variante E23K no gene KCNJ11 (Anexo II).

Estudos em mexicanos-americanos e japoneses utilizando como
marcadores sitios muito polimérficos no DNA, préximos a regidao do gene ABCCS,
localizado no cromossomo 11p15.1, ndo mostraram evidéncias para a ligacdo deste
gene com 0 DM2 (STIRLING et al., 1995). Em contraste, evidéncias para a relacdo
entre concentracdes plamaticas de glicose apds duas horas de administracdo de
glicose com polimorfismos proximos ao gene ABCCS8 foi demonstrada em familias
mexicana-americanas com DM2 (IWASAKI et al., 1996; STERN et al., 1996).

Também é possivel que variantes em regido promotora, mesmo em regides
distantes como a 100 Kb, possam alterar a expressdao de ABCC8 (HANSEN et al.,
2001). O polimorfismo rs3758947 do gene ABCCS8 se localiza na regido promotora
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do gene (figura 7) e foi associado a um risco aumentado para o desenvolvimento de
diabetes tipo 2 (KILPELAINEN et al., 2007).
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FIGURA 7 - LOCALIZA(;AO E ORGANIZA(;AO GENOMICA SIMPLIFICADA DO GENE ABCCS8
O gene ABCCS8 apresenta 39 exons (caixas) e 38 introns. Em destaque na parte superior
da figura a localizacdo dos polimorfismos em estudo localizado na regido promotora
circulado em vermelho.
FONTE: (KILPELAINEN et al., 2007)

Embora as alteragbes no gene ABCC8 possam estar associadas com DM2,
uma combinacdo de estilo de vida, fatores genéticos e fatores ambientais
desempenham um papel importante na determinacédo do risco da doenca (GHR,
2013). Também, foi demonstrado que o polimorfismo rs3758947 no gene ABCCS8
modifica o efeito sobre a atividade fisica e o risco para o desenvolvimento do DM2
(KILPELAINEN et al., 2007).

Como canal Katp das células B regula a secregao de insulina em resposta a
glicose ou tolbutamina, o gene ABCCB8 tem sido considerado um candidato plausivel

para caracterizar o envolvimento genético no DM2 (HANSEN et al., 2001).

2.2.4 Gene SLC2A2 (Solute carrier family 2, facilitated glucose transporter, member
2; familia de transportador de soluto 2 e transportador de glicose facilitada membro
2)
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Este gene esta localizado no cromossomo 3 (cromossomo 3026.1-026.2;
NC_000003.11 - 170714137.170744768, Figura 8) (JOOST et al., 2002). Este gene
codifica uma glicoproteina integral da membrana plasmatica no figado, células beta
das ilhotas, intestino e epitélio renal (FUKUMOTO et al., 1988; GOULD et al., 1991).

O transportador de glicose facilitada também conhecido como GLUT2, atua
no transporte facilitado bidirecional de glicose. E responsavel pela absor¢do de
glicose pelas células beta (Figura 6, ver item 2.2.3 gene ABCC8), compreendendo
parte do mecanismo de deteccdo de glicose pelas células beta. Devido a sua baixa
afinidade para a glicose, tem sido sugerido que este transportador possa atuar como
um sensor de glicose (WOOD; TRAYHURN, 2003; ZHAO; KEATING, 2007).

A inibicdo da expressdo dos transportadores GLUT nas células -
pancreaticas em roedores estd associada com hiperglicemia e a diminuicdo na
secrecdo de insulina estimulada por glicose, os quais sdo marcadores precoces na
fisiopatologia do diabetes e precedem o desenvolvimento de resisténcia a insulina
(JOHNSON et al., 1990; ORCI et al., 1990; THORENS et al., 1990).

Humanos com mutacdes que levam a inativacdo bialélica de SLC2A2
usualmente ndo apresentam diabetes, mas desenvolvem sindrome de Fanconi
Bickel (FBS - Fanconi-Bickel syndrome) (SANTER et al.,, 1997; SANTER,
STEINMANN; SCHAUB, 2002). A Sindrome de Fanconi-Bickel, uma doenca
recessiva autossébmica rara do metabolismo de carboidratos, foi originalmente
descrita em 1949 (Fanconi e Bickel 1949). Os sinais clinicos que séo considerados
tipicos sdo hepatomegalia secundaria devido ao acumulo de glicogénio, intolerancia
a galactose e glicose, hipoglicemia de jejum (SANTER et al., 1997; SANTER et al.,
2002).

Sanbury e colaboradores (2012) identificaram em pacientes com Diabetes
mellitus neonatal que apenas 4% destes neonatos apresentavam mutacdes
recessivas no gene SLC2A2. Até o momento, ndo ha evidéncias para a relagédo
genotipo-fendtipo para este gene, familiares com a mesma mutacdo apresentam
fendtipos diabéticos contrastantes. Isto sugere que outras forcas ou outros
transportadores de glicose estdo atuando para a entrada de glicose nas células -
pancreaticas, e que talvez a deficiéncia do SCL2A2 seja compensada pelos
transportadores GLUT1 ou GLUT3, sendo ambos expressos em concentracdes
maiores que GLUT2 nas células B-pancreéaticas humanas (MCCULLOCH et al.,

2011). Através deste estudo do gene SLC2A2 em humanos, GLUT2 ressurgiu como
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um concorrente para o transporte de glicose nas células B-pancreéaticas humanas. O
desafio do presente € compreender toda a amplitude da funcdo deste gene e sua
relevancia no controle da secrecdo de insulina em momentos diferentes do
desenvolvimento humano (VAN DE BUNT; GLOYN, 2012).

Foram descritos polimorfismos no gene SCL2A2 que influenciariam o
controle glicémico através das funcdes do seu produto génico (GLUT2) como
transdutor de sinal e transporte e sensoriamento de glicose (DUPUIS et al., 2010)
(Anexo IlI).

A figura 8 representa a posicdao de alguns destes polimorfismos, com
destaque para o rs5393 em estudo neste trabalho.

p24.3
pzd.1
p2z.3
pzz.z
pzz.1
pz1.31
pl4.3
pld.2
pld.1
P13
plz.3
plz.z
plz.1
11.1
511.1
gli.z
gl3.il
gla.13
ol3.31
gl3.33
g21.3
ezl
g22.3
23
oz2d
25.1
325 H
gz6.1
026
=)
26
26
25
gq29

< 55393
- 155394
- 55400
- 55404

5!

!

Exonno. 1 2 3 4 5 11

FIGURA 8 — LOCALIZAQAO E ORGANIZA(;AO GENOMICA SIMPLIFICADA DO GENE SLC2A2
O gene SLC2A2 apresenta 11 exons (caixas) e 10 introns. Em destaque na parte
superior da figura a localizagdo do polimorfismo em estudo localizado na regido
promotora em destaque.
A marcacédo da figura indica o brago longo (g) do cromossomo 3, na posi¢éo 26.2.
FONTE: Adaptado de (KILPELAINEN et al., 2007; GENECARDS, 2014a).

Em um estudo com populacdo dinamarquesa nao foi encontrado diferenca
da frequéncia genotipica entre o grupo controle e diabéticos tipo 2, e nem
associacdo com as caracteristicas clinicas do DM2 com os polimorfismos rs5393,
rs5394 e rsb396 (MOLLER et al., 2001). Os polimorfismos rs5400 e rs5404
localizados nos exons 3 e 5 do gene SLC2A2, respectivamente, da mesma forma
gue os localizados na regido (rs5393 e rs5394) estdo imputados como preditores
para a progressao para DM2 em individuos obesos finlandeses intolerantes a glicose
(LAUKKANEN, O. et al., 2005). Kilpelainen e colaboradores (2007) demonstraram
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que o efeito destes polimorfismos no desenvolvimento do DM2 é modificado por
atividade fisica.

Foi observada uma associacdo significativa da variante rs5400 com DM2
numa populacdo finlandesa (GAULTON et al., 2008), a qual estd em perfeito
desequilibrio de ligacdo (r*=1) com os polimorfismos rs5406 e rs6785803 (WILLER
et al., 2007). Associacdo com ao menos uma das trés variantes, embora com alelos
diferentes, também foram reportadas (ALCOLADO; BARONI; LI, 1991; BARROSO et
al., 2003; LAUKKANEN, C., 2005; ABOU-HUSSEIN et al., 2011). Também foi
encontrada associacdo nominal do gene SLC2A2 com nefropatia diabética, o alelo T
do rs5400 foi associado a uma reducédo do risco de nefropatia diabética (VIONNET
et al., 2006).

Um estudo de associacdo gendmica ampla (DUPUIS et al., 2010) reportou
que o alelo de risco rs5400 no gene SLC2A2 esta em perfeito desequilibrio de
ligacdo (r*=1,0) com o polimorfismo rs11920090 do mesmo gene, e foi associado
com concentracdes plasmaticas maiores de colesterol em jejum (IGL et al., 2010),
sugerindo uma explicacdo bioldgica possivel para a relacdo estatistica entre a
variante genética e o risco aumentado para doenca cardiovascular. A variante
rs11920090 do gene SLC2A2 também foi associada a sensibilidade da converséao da
pré-insulina de jejum a insulina, porém com frequéncia do AMF (alelo de menor
frequéncia) muito baixa (14%) (WAGNER et al., 2011).

Defeitos na secrecao de insulina constituem uma importante carateristica na
patogénese do DM2 em adicao a resisténcia a insulina. Assim, variantes em genes
gue regulam a secrec¢do da insulina, como o SLC2A2, constitui um candidato
plausivel para o DM2. Polimorfismos no gene SLC2A2 tém sido associados com
risco ao diabetes em alguns estudos (ALCOLADO; BARONI; LI, 1991; BARROSO et
al., 2003).

2.2.5 Gene ADRA2A (Adrenoceptor alpha 2a; adrenoreceptor alfa 2a)

Gene localizado no cromossomo 10 (Cromossomo 10g25.2; NC_000010.10
- 112836790.112840665, figura 9). Este gene codifica o receptor a-adrenérgico

subtipo a2A e nao contém introns, quer na sua codificacdo ou sequéncias néo



44

traduzidas. Os receptores alfa-2-adrenérgicos sdo membros da superfamilia de
receptores acoplados a proteina G. Incluem 3 subtipos de elevada homologia: a2A,
a2B, e a2C (SCOFIELD; DEUPREE; BYLUND, 2002; SMALL et al., 2006). Estes
receptores tém uma funcdo relevante na regulacdo da liberacdo de
neurotransmissores a partir de nervos simpaticos e de neurdnios adrenérgicos no
sistema nervoso central. Receptores a2-adrenérgicos modulam a neuro transmissao,
suavizam a contracdo muscular e atuam na termorregulacdo (RUFFOLO; HIEBLE,
1994).
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FIGURA 9 — LOCALIZACAO DO GENE ADRA2A NO CROMOSSOMO 10
A marcacéo da figura indica o brago longo (g) do cromossomo 10, na posigéo 25.2.
FONTE: Adaptado de (DUPUIS et al., 2010; GENECARDS, 2014b).

A norepinefrina é responsavel por multiplos efeitos no organismo e atua
como hormonio apos ser liberados da medula adrenal juntamente com a epinefrina,
e como neurotransmissor quando liberado pelo sistema nervoso central e simpatico.
Possui funcdes importantes no sistema cardiovascular, muscular, hepatico e tecido
adiposo e no controle de todo o metabolismo (RUFFOLO; HIEBLE, 1994). A
norepinefrina inibe a liberagdo de insulina pelo pancreas através de trés efeitos
principais (MCDERMOTT; SHARP, 1993; SEAQUIST et al., 1994; SHARP, 1996;
LANG, 1999). Os trés efeitos sdo: (1) ativacdo de canais de potassio, ATP-
dependente primariamente (PETIT; LOUBATIERES-MARIANI, 1992) e de baixa
condutancia insensiveis a sulfoniuréia (RORSMAN et al., 1991), para hiperpolarizar
a ceélula. Isto previne ou reverte a despolarizacdo e consequentemente reduz a
abertura de canais de calcio acionados por diferenca de voltagem, os quais ao

abrirem aumentam a concentragdo intracelular de Ca™, fator responsavel pela
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liberacdo de insulina (figura 10, painel B); (2) Inibicdo das adenilatos ciclases
previnindo o aumento do estimulo de liberacdo de insulina; e (3) e o efeito distal que
ocorre posteirormente ao aumento de calcio intracelular para inibir a exocitose
(figura 10, painel B), de maneira semelhante a serotonina no SNC (BLACKMER et
al., 2001) e endotelina nos lactotrofos pituitaricos (ANDRIC et al., 2005). Existe uma
concordancia geral de que o receptor aa-adrenérgico € o mediador primério dos
efeitos inibitérios da norepinefrina (ANGEL; NIDDAM; LANGER, 1990; NIDDAM et
al., 1990; PETERHOFF et al., 2003; HU, X. et al., 2005), mas existe evidéncia que o

receptor a,c-adrenérgico pode ter um pequeno papel (PETERHOFF et al., 2003).
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FIGURA 10 - DEMONSTRACAO ESQUEMATICA DO MECANISMO DA INIBICAO DA LIBERACAO
DE INSULINA PELA NOREPINEFRINA
Painel A. Estimulo da secrecdo de insulina pela glicose. O metabolismo da glicose
estimula a liberagdo de insulina pelo fechamento de canais de potasio ATP-
dependentes (Katp) € de baixa condutancia (LCC - Low-Conductance K* Channel),
despolarizando a célula, e elevando a concentragao intracelular de célcio ([Ca*']). Isto
é referido como ativacdo da via de acionamento. A via de amplificacdo € ativada de
modo crescente pelo metabolismo da glicose com o passar do tempo pelo acimulo de
sinal ou sinais ainda desconhecidos da mitocondria, em conjunto com o célcio
intracelular ainda alto. Esta via aumenta o fluxo de granulos do pool de reserva (RP —
reserve pool) para o estado de liberagdo imediata onde, em uma célula ativada, eles
sofrem exocitose. As duas vias sdo consideradas responséaveis pela 1° e 2° fase de
secrecdo da insulina estimulada por glicose, respectivamente. As concentracdes
elevadas de célcio também iniciam a endocitose compensatéria necessaria. RRP
(readily releasable pool); IRP (immediately releasable pool); HCSP (highly Ca’-sen
sitive pool); VDCC (canal de célcio voltagem-dependente).
Painel B. Efeito inibitério de insulina estimulado pela glicose pela norepinefrina.
A norepinefrina (NE) inibe a liberagcdo de insulina de duas maneiras, e ambas
envolvendo proteinas G sensiveis a pertusis, proteinas G; e Go. Em uma, NE abre
canais Katp para hiperpolarizar a célula, e neste mecanismo, Gj1;; € Gy, sdo requeridos
para o completo efeito nos canais Karp. NO outro, a NE inibe a liberacdo através das
subunidades By das proteinas G (G; e/ou Gg) que inibem diretamente uma proteina do
complexo SNARE envolvido na exocitose. NE inibe a endocitose via ativacdo de G;.
FONTE: Adapatado de (STRAUB; SHARP, 2012).

A inibicdo excessiva da secrecdo de insulina pode ser causa de diabetes.

Alguns autores sugerem que anormalidades na expressdo ou funcdo do gene
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ADRA2A pode ser um fator que contribuiria para a secrecdo deficiente de insulina
presente no DM2 (RODRIGUEZ-PENA et al., 1997).

Os primeiros estudos a evidenciar a relevancia do gene ADRA2A como
elemento causal do diabetes foi realizado em animais, a super expressdo de
ADRA2A resultava em intolerancia a glicose (DEVEDJIAN et al., 2000), enquanto
camundongos com o0 gene ADRA2A mutagenizado (ADRA2A-knocked out)
apresentavam aumento da secrecao de insulina (FAGERHOLM et al., 2004).

Em humanos, Rosengren e colaboradores (2010) demonstraram que a
super expressao de receptores a,-adrenégicos contribui para o DM2. Alguns estudos
(MICHEL et al.,, 1999; BOESGAARD et al.,, 2010; ROSENGREN et al., 2010)
apontam para a avaliacdo do produto génico de ADRA2A (receptor a,-adrenérgico)
na causa de algumas formas de diabetes.

Rosengren e colaboradores (2010) utilizando abordagem tagging SNP
identificaram 19 polimorfismos em regides codificantes desprovidas de introns no
gene ADRA2A ou em regides préximas, sendo que cinco deles sdo monomoérficos e
um estad em frequéncia muito baixa. Entre eles, o rs553668 que se localiza na regido
3'UTR do gene ADRA2A, foi associado a secrecéo de insulina (ROSENGREN et al.,
2010; BO et al., 2012) e ao risco para DM2 (ROSENGREN et al., 2010; TALMUD et
al., 2011; LI, H. et al., 2012; CHEN et al., 2013).

Um estudo de meta-andlise de mais de 21 estudos de associacdo genbémica
ampla e replicacdo em mais de 118000 individuos identificou associacdo do
rs10885122 com baixas concentracdes de glicose. Este polimorfismo esta localizado
em uma regido de “deserto gendmico”, aproximadamente 0,2 Mb de distancia do
gene ADRA2A (DUPUIS et al., 2010). O polimorfismo rs10885122 foi identificado
pela sua associacdo com glicemia em jejum, mas ndo com DM2 (DUPUIS et al.,
2010; TALMUD et al., 2011), e com a reducgao da liberagéo de insulina estimulada
por glicose (BOESGAARD et al., 2010).

Talmud e colaboradores (2011) encontraram associagdo do rs553668 com
glicemia de jejum e risco para o DM2 e ndo encontraram nenhuma associagao
significativa com rs10885122. Estes autores também avaliaram o efeito combinado
dos polimorfismos rs10885122 e rs553668 e demonstraram que estes polimorfismos
ndo estdo em desequilibrio de ligacdo, ou seja, seus efeitos sdo independentes.
Adicionalmente, como o gene TCF7L2 é o mais associado ao DM2 e se encontra 1,8

Mb a montante do gene ADRA2A no cromossomo 10, os autores avaliaram se o
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rs7903146 no gene TCF7L2 atenuaria a associacdo observada para o rs553668 no
gene ADRA2A e o DM2, fornecendo evidéncias de associacdes independentes.

Wagner e colaboradores (2011) observaram associacdo significativa entre a
converséao da pré-insulina & insulina em jejum e 0 rs10885122 do gene ADRA2A em
individuos nao diabéticos com risco aumentado para DM2 (historico familiar de DM2,
histérico de diabetes gestacional, intolerancia a glicose ou com excesso de peso).
Porém, os autores mencionam que a frequéncia do AMF €& baixa (12%) para
estabeler relacéo plausivel.

Em sintese, os estudos que avaliaram o polimorfismo rs10885122 do gene
ADRA2A nao identificaram associacdo ao DM2 (DUPUIS et al., 2010; HU, C. et al.,
2010; LIU, C. et al., 2011; REES et al., 2011; TALMUD et al., 2011; FLOREZ et al.,
2012; FUJITA et al., 2012; CHEN et al., 2013), mas encontraram associagdo com
alteracbes da glicemia em individuos ndo diabéticos (DUPUIS et al.,, 2010;
RENSTROM et al., 2011) ou insulinemia (BOESGAARD et al., 2010; WAGNER et
al., 2011) (ANEXO IV).



48

3 JUSTIFICATIVA

O Diabetes mellitus (DM) é a disfuncéo endocrina mais comum, afetando em
torno de 170 milhdes de individuos mundialmente, com projecdo para atingir 366
milhées no ano de 2030 (WILD et al., 2004).

O Diabetes mellitus tipo 2 (DM2), a forma mais comum da patologia, esta
rapidamente emergindo como um dos maiores desafios globais para a saude publica
do século 21. Esta epidemia também deverd provocar um aumento acentuado nas
complicacBes associadas com diabetes, tais como doenca cardiaca isquémica,
acidente vascular cerebral, neuropatia, retinopatia e nefropatia. Adicionalmente a
faléncia das células B-pancreéticas, o principal evento patofisiolégico que contribui
para o desenvolvimento do DM2 é a resisténcia dos tecidos alvos a insulina, que
esta usualmente associada a secrecdo anormal da insulina (GINSBERG, 2000).

O Brasil se encontra entre os 10 paises do mundo com maior prevaléncia de
DM2, aproximadamente 7,6% (MALERBI; FRANCO, 1992; WILD et al., 2004).

A epidemia do DM2 observada nos ultimos anos é indicagdo da relevancia
de fatores ambientais para o desenvolvimento do DM, em particular, a obesidade e
sedentarismo, que sao fatores de risco muito consolidados para a patologia. Embora
seja conhecido que o principal fator associado ao aumento da prevaléncia de
diabetes é o resultado da mudanca do estilo de vida e da dieta nas ultimas décadas,
existem também evidéncias conclusivas para a predisposicdo genética para esta
doenca complexa (BARROSO, 2005).

Evidéncias epidemioldgicas, observacionais e experimentais (PYKE;
THEOPHANIDES; TATTERSALL, 1976; VISWANATHAN et al., 1985; NEWMAN et
al., 1987; KNOWLER et al., 1990) sugerem a funcao de genes no desenvolvimento
do DM2, incluindo variacéo étnica na prevaléncia do diabetes e associacéo de certos
polimorfismos genéticos e susceptibilidade para o diabetes. Os genes candidatos
sdo usualmente examinados devido ao seu potencial ou conhecida funcdo em vias
metabalicas relacionadas ao diabetes (BARROSO, 2005) ou metabolismo da glicose
(BARROSO et al.,, 2003), sua posicao relativa a interagcdo com outros genes
reconhecidos como associados, como o gene CAPN10 no cromossomo 2 (EVANS

et al., 2001) e seu envolvimento no diabetes da maturidade de inicio precoce (MODY
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- maturity-onset diabetes of Young) (LOVE-GREGORY, L. D. et al., 2004; SILANDER
et al., 2004; WEEDON et al., 2005; WINCKLER et al., 2005) ou outras formas de
diabetes mendeliana (MINTON et al., 2002).

A identificacéo de genes envolvidos na predisposicdo do DM2 pode fornecer
subsidios para um melhor entendimento da patogénese da doenca e resultar em
melhor prevencdo, diagnéstico e tratamento. Com o advento de estudos de
associacdo gendmica ampla, numerosas variantes de risco tém sido identificadas
como candidatos para conferir susceptibilidade para o DM2, mas a maioria deles
apenas com um efeito modesto (FRAYLING, 2007).

A selecdo de genes candidatos para este trabalho tem como base sua
funcdo biologica relacionada: (1) ao risco ambiental, e a obesidade (FTO) e (2) a
regulacao da secregao de insulina (TCF7L2, ABCC8, SLC2A2 e ADRA2A) (figura
11).

A figura 11 resume o racional do projeto, alocando os sitios em estudo no

contexto da fisiologia celular da regulacdo da homeostasia da glicose.
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FIGURA 11 - GENES EM ESTUDO E VIAS METABOLICAS ASSOCIADAS A DISFUNQAO DAS CELULAS -
PANCREATICAS E RESISTENCIA A INSULINA
Estes genes sdo designados para vias e processo biologico, tal como descrito no texto.
Abreviagbes: ABCC8 (ATP-binding cassette, sub-family C, member 8; cassete de ligacdo ao
ATP,sub familia C, membro 8; gene associado a modulador dos canais de potassio sensiveis a
ATP e a liberacdo de insulina); SLC2A2 (Solute carrier family 2, facilitated glucose transporter,
member 2; familia de transportador de soluto 2 e transportador de glicose facilitada membro 2;
gene associado ao transporte de glicose facilitada na células beta das ilhotas do pancreas),
ADRA2A (Adrenoceptor alpha 2a; adrenoreceptor alfa 2a; gene associado a proteina G e
regulacdo de neurotransmissores); TCF7L2 (Transcription factor 7-like 2;fator de transcricdo 7
como 2; gene associado a homeostase da glicose), FTO (Fat Mass and Obesity Associated; gene
associado a massa corporal e da obesidade), IMC (indice de massa corpoérea).
FONTE: Adapatado de (WOLFS et al., 2009).




50

A suceptibilidade humana as doencas herdadas esta mais comumente
associada com polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs - single nucleotide
polymorphisms) (WANG, Z.; MOULT, 2001). Devido a sua alta frequéncia nas
populacdes humanas e facilidade de sua andlise, os polimorfismos tém sido
utiizados em estudos de associacdo tipo caso-controle para identificar a
suceptibilidade de genes para muitas doencas (OZAKI et al., 2002; HELGADOTTIR
et al., 2004; CONNELLY et al., 2006; SHEN et al., 2007; SUN et al., 2007; WANG,
L.; LUHM; LEI, 2007; ZHU et al., 2007; BOUATIA-NAJI et al., 2008). Embora os
polimorfismos constituam uma ferramenta poderosa para a pesquisa genética, torna-
se aparente a dificuldade para a genotipagem de milhares de polimorfismos para
estudos de associacao tipo caso-controle em grande escala. Métodos com alta
produtividade, acuracia e custo-efetivo para a genotipagem de polimorfismos se
tornaram muito populares nos ultimos anos (DEARLOVE, 2002; JENKINS; GIBSON,
2002; OHNISHI, 2002; TSUCHIHASHI; DRACOPOLI, 2002; SHEN; LUO; WANG,
2006; LEE, 2007). Uma técnica conveniente para genotipagem com ndamero
moderado de marcadores nestes tipos de estudo é a plataforma ® TagMan (Applied
Biosystems; Foster City, CA), que utiliza reacdo de amplificacdo em cadeia da
polimerase e discriminacdo alélica de forma facil e eficiente, gerando dados de
gendtipo de uma maneira custo-efetiva (SCHLEINITZ; DISTEFANO; KOVACS,
2011).

Neste contexto resolvemos estudar varios genes e seus polimorfismos (FTO
rs9939609 e rs8050136), (TCF7L2 rs7903146 e rs12255372), (ABCC8 rs3758947),
(SLC2A2 rs5393) e (ADRA2A rs10885122) utilizando a plataforma ® TagMan para a

genotipagem.
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4 OBJETIVO GERAL

Estudar variagBes genéticas associadas ao Diabetes tipo 2 e correlacionar

com biomarcadores de controle glicémico, perfil lipidico e funcao renal.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar a frequéncia dos polimorfismos dos genes FTO (SNPs rs9939609 e
rs8050136), TCF7L2 (SNPs rs7903146 e rs12255372), SLC2A2 (SNP
rs5393), ABCC8 (SNP rs3758947) e ADRA2A (SNP rs10885122) em
pacientes com Diabetes mellitus tipo 2 e individuos saudaveis (controles).

e Identificar as frequéncias genotipicas e alélicas de variacbes genéticas
associadas ao diabetes tipo 2 em uma amostra da populagao brasileira.

e Correlacionar as variacbes genéticas nos grupos estudados com
biomarcadores de controle glicémico, perfil lipidico e funcéo renal.

e Associar as variacbes genéticas em estudo com as caracteristicas dos

pacientes estudados e biomarcadores séricos.
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5 MATERIAL E METODOS

Este projeto foi submetido pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Parana — Setor de Ciéncias da Saude/SCS e foi aprovado
sob o CAAE: 05335612.4.0000.0102 com numero de parecer 170094 na Plataforma
Brasil (Anexo V).

5.1 AMOSTRA POPULACIONAL

Uma amostra de 241 individuos, classificados em diabéticos tipo 2 (Grupo
DM2, n=120) e individuos saudaveis (Grupo Controle, n=121), sem diabetes, foram
estudados.

Apenas participaram da pesquisa, 0s pacientes que nao manifestarem
objecdo a proposta cientifica, através de assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido autorizado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos do Setor de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Parana.

5.1.1 Critérios para caracterizacdo da amostra

Este projeto é descrito como um estudo tipo caso-controle em uma
populacao brasileira.

Os critérios para caracterizacao destes grupos foram:
e Grupo pacientes diabéticos tipo 2 (DM2): foram caracterizados como DM2
aqueles que se enquadraram nos critérios da Sociedade Americana de
Diabetes (ADA 2013) e Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD 2012-13).
e Grupo controle (CTRL, individuos saudaveis): foi obtido junto ao banco de
sangue do Hospital de Clinicas da UFPR considerando os critérios de
glicemia em jejum <100 mg/dL e auséncia de quaisquer outras patologias
conhecidas, reportadas pelo paciente ou identificadas no processo de doagao

de sangue.
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As amostras de sangue total e soro foram obtidas durante os exames de
rotina, conforme o protocolo do servigo de atendimento aos pacientes do laboratério
de Analises Clinicas do HC (Unidade de Diabetes do Servico de Endocrinologia e
Metabologia do Hospital de Clinicas da UFPR- SEMPR) ver anexo VI, ndo sendo
necesséria coleta especifica para este projeto. Os grupos em estudo foram pareados
por sexo. Os dados antropométricos, clinicos e laboratoriais dos pacientes foram
obtidos nos prontuarios do Servico do Hospital de Clinicas e pela entrevista do
pesquisador.

A criacdo do biorepositério foi baseada na Portaria N° 2.201, de 14 de
setembro de 2011.

5.2 QUANTIFICACAO DOS BIOMARCADORES

A amostra de soro (Vacuette com gel separador, Greiner Bio One) foi
utilizada nas analises. Aliquotas das amostras foram centrifugadas por 10 minutos a
3200 x g (Centrifuga 1420 — Eppendorf) e ap6s centrifugacdo, separadas em
aliquotas (~1,5mL) e mantido em freezer a -20°C até a realizacdo das andlises.
Amostras hemolisadas, lipemicas e ictéricas foram excluidas de todos os ensaios.
Sangue total (Vacuette EDTAKg3, Greiner) foi utilizado para os ensaios de HbA1C.

Dosagens bioquimicas como marcadores de funcao renal, perfil lipidico e
processo inflamatorio (tabela 2) foram realizadas em equipamento abbott — Architect
Ci8200, no laboratério de Imunoquimica da Unidade de Apoio e Diagndstico do

Hospital de Clinicas.
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TABELA 2 - CARACTERISTICAS DA METODOLOGIA EMPREGADA PARA A QUANTIFICACAO
DOS BIOMARCADORES EM ESTUDO

Dosagem Principio do Método CVa Intervalo de Referéncia
(%)
1,5 anidroglucitol Enzimatico 34 >10 pg/mL
Glycomark
Acido urico Uricase, 4-aminoantipirina 1,6 2,6 — 6,0 mg/dL

(4-AAP), &cido 2,4,6-tribromo-3-
hidroxibenzadico

Albumina Reacéo com verde de 1,3 3,5-5,0 g/dL
bromocresol
Colesterol Total Enzimatico colorimétrico com 1,3 <200 mg/dL

colesterol esterase, colesterol
oxidase e peroxidase (Reacao de

Trinder)

Creatinina Picrato alcalino cinético 3,2 0,6-1,1 mg/dL
Glicose Hexoquinase 1,71 60-100 mg/dL
HbA1C Imunoturbidimétrico 0,74 <6,5%

HDL-colesterol Ensaio homogéneo enzimético 51 Desejavel > 60 mg/dL
colorimétrico Baixo < 45 mg/dL
LDL-colesterol* Célculo pela equacgéo de <130 mg/dL
Friedewald
Proteinas Totais Reacéo do Biureto 14 6,0 — 8,0 g/dL
Triglicerideos Ensaio enzimatico com lipase, 1,6 < 150 mg/dL

glicerol-3-fosfato oxidase e
peroxidase com Reacgéo de
Trinder
Uréia Ensaio cinético com uréase, 1,1 15 — 44 mg/dL
GLDH e NADH.

Determinacdes realizadas com reagentes, padrdes e calibradores da Abbott, em sistema
automatizado Architect Ci8200 (Abbott Diagnoéstica Laboratérios do Brasil) empregando-se
reagentes, calibradores e controles fornecidos pelo fabricante.
CVa, coeficiente de variagdo analitica interensaio, em porcentagem, para soro controle
com concentragao “normal”.
*Equacdo de Friedewald, LDL-colesterol = Colesterol total — HDL-colesterol -
Triglicérides/5.

5.3 ANALISES MOLECULARES

5.3.1 Variabilidades genéticas em estudo

Na tabela 3 sdo apresentados os genes e 0s polimorfismos genéticos

estudados.



TABELA 3 — CARACTERIZACAO DOS POLIMORFISMOS EM ESTUDO
Polimorfismos

Designacéo Cromossomo Localizag&o Gene
OMIM Posicéo Regiado
610966 16912.2 Intron 1 FTO
16q12.2 Intron 1 FTO
602228 10925.2-g25.3 Intron 3 TCF7L2
10925.2-g25.3 Intron 4 TCF7L2
104210 10g24-926 Intergénica ADRA2A
138160 3026.1-9g26.2 Promotora SLC2A2
600509 11p15.1 Promotora ABCC8

rs: dbrs: reference SNP database
OMIM, Online Mendelian Inheritance in Man®
FONTE: (NCBI, 2013b; OMIM, 2014)

5.3.2 Isolamento do DNA gendmico

rs9939609
rs8050136
rs7903146
rs12255372
rs10885122
rs5393
rs3758947

AT
A/IC
CIT
GIT
GIT
GIT
AIG
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O DNA gendmico foi extraido a partir do sangue total (Vacuette EDTAKG3,

Greiner) com o reagente Blood Genomic Prep Mini Spin (GE Healthcare, art. 28-

9042-65) e também a partir do método de salting out modificado (LAHIRI;

NURNBERGER, 1991).

5.3.3 Determinacao da concentracdo de DNA gendémico

A quantificagdo do DNA gendmico foi realizada por espectrofotometria em 260

nm e 280 nm (NanoDrop; Thermo Scientific). Amostras que apresentaram

concentracgOes inferiores a 20 ng/uL e razdo Azso/Azs0 menor que 1,7 ou superior a

2,1 o que caracteriza contaminagcao e baixa qualidade da amostra, foram extraidas

novamente até atingirem a qualidade e concentragdo otimizadas.

A qualidade do DNA foi avaliada também por eletroforese em gel de agarose
a 1,5% em tampao TBE 1X (Tris 10,781 pg/mL, acido bérico 5,5 pug/mL, EDTA 0,744
pg/mL) corada com brometo de etideo (Concentracdo final 0,666 pg/mL e registro

por fotodocumentacéo (L-Pix Molecular Image, Loccus Biotecnologia).


http://omim.org/geneMap/16/318?start=-3&limit=10&highlight=318
http://omim.org/geneMap/16/318?start=-3&limit=10&highlight=318
http://omim.org/geneMap/10/425?start=-3&limit=10&highlight=425
http://omim.org/geneMap/10/425?start=-3&limit=10&highlight=425
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Todas as amostras foram diluidas a uma concentracdo de 100 ng/uL com
agua ultrapura e estocadas em freezer a -20°C. Para as andlises de genotipagem
com o sistema TagMan®, as amostras foram diluidas & concentracéo final de 20
ng/uL com agua ultrapura estéril.

As amostras foram estocadas em freezer a -20°C.

5.3.4 Reacao de PCR em tempo real com sondas fluorescentes (TAQMAN)

As reacOes foram realizadas conforme preconizado pelo fabricante do
reagente (Applied Biosystems, Foster City, CA, Estados Unidos) em equipamento de
PCR em tempo real StepOnePlus (Applied Biosystems) disponivel no Departamento
de Bioquimica da UFPR. O procedimento foi realizado com as etapas descritas na
sequéncia.

Em cabine de fluxo laminar, para evitar contaminacéo, os ensaios TagMan
foram realizados em placas de 96-pocos. Em cada placa foram adicionados dois
controles negativos (NTC: no template control) os quais continham apenas o mix de
reacdo e agua (sem DNA). Os grupos DM2 e CTRL foram ensaiados de forma
aleatéria, na mesma placa. Na tabela 4 estdo descritas as condicbes de ensaio
utilizadas para a PCR tempo real.

As sondas fluorescentes TagMan validadas (Applied Biosystems) para os
genes em estudo foram: ADRA2A rs10885122 (C_175459 10); ABCC8 rs3758947
(C_2991268 50); FTO rs9939609 (C_30090620_10); FTO rs8050136
(C_20311259 10); SLC2A2 rs5393 (C_11676794_10). TCF7L2 rs7903146
(C_29347861_10) e TCF7L2 rs12255372 (C_291484_20). As sequéncias de
nucleotideos das sondas utilizadas no trabalho, estdo no site da Applied Biosystems

e séo informadas através do codigo citado acima.
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TABELA 4- CONDIGOES OTIMIZADAS PARA A REAGAO DE PCR EM TEMPO REAL

Reagentes Volume para reacao de 6L Concentracéo final
SNP genotyping assay 0,3 uL 1X
mix (20x)
Master Mix (2X) 3,0 L 1X
Agua ultrapura estéril 1,7 L -
DNA (20 ng/pL)* 1,0 uL 3,33 ng/uL
Ciclos térmicos 1 ciclo Pré-PCR 60°C - 30 seg. -
1 ciclo 95°C - 10 min.
55 ciclos:
95°C 2 15 seg.
60°C =2 1 min.

1ciclo P6s-PCR 60°C -2 30 seg.
Mix, Master Mix (DNA polimerase, Mg*”*, tamp&o, ROX, ativadores), TagMan® Genotyping
Master Mix, codigo:4371355, composi¢do: A enzima Ampli Tag gold DNA Polimerase inicia
atividade apos o primeiro ciclo de 95°C (ativagdo da enzima) e a referéncia passiva interna
ROX normaliza a fluorescéncia nos diferentes pocos da placa.
*Para os polimorfismos do gene FTO, rs9939609 e rs8050136, foram utilizados o dobro do
volume de DNA (2,0 uL; concentracao final = 6,7 ng/pL) para otimizar a reagao.
FONTE: O autor (2014)

Exemplos das discriminacfes alélicas observada nos ensaios TagMan para
os polimorfismos em estudo estdo apresentadas no anexo |I. Todas as genotipagens
consideradas neste trabalho apresentaram qualidade superior a 95% identificada

pelo software do sistema StepOnePlus.

5.4 ANALISES ESTATISTICAS

As variaveis continuas foram analisadas para normalidade com o teste de
Kolmogorov-Smirnov. A verificagdo de outliers foi realizada pelo método grafico
disponivel no programa Statistica 8.0.

Variaveis com distribuicdo normal foram comparadas pelo teste “t” de
Student para amostras ndo pareadas (bidirecional) ou analise de variancia (ANOVA)
guando a comparagéo envolvia mais de dois grupos, sendo os valores expressos em
média e desvio padrao.

As variaveis que ndo apresentaram distribuicdo normal foram comparadas
com o teste U de Mann-Whitney, ou o teste de Kruskall-Wallis (mais de 2 grupos),
sendo os valores apresentados como mediana e intervalo interquartil (25%-75%).

Para as variaveis categéricas foram utilizados o teste do Chi-quadrado (%)

ou o teste Exato de Fischer bidirecional, conforme apropriado.
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Andlises de correlacao foram realizadas com os testes descritos por Pearson
(variaveis com distribuicdo normal) ou Spearman (variaveis sem distribuicdo normal).
Para as andlises de correlacdo, os gendtipos foram caracterizados como 1
(homozigoto usual); 2 (heterozigoto) e 3 (homozigoto raro) em todas as analises.

O programa Statistica para windows 8.0 (StatSoft Inc, Tulsa OK, USA) foi
utilizado nas analises de dados.

A verificagcdo do equilibrio de Hardy-Weinberg, célculos das frequéncias
genotipicas e alélicas, bem como o intervalo de confianca de 95% (IC95%) para os
alelos de menor frequéncia (AMF) foram calculadas com o programa DeFinetti

(http://ihg.gsf.de/cqi-bin/hw/hwal.pl). Para as comparacdes das frequéncias alélicas

com outras populacdes, foi considerado semelhante quando a frequéncia do AMF
(menos frequente) se encontra dentro do limite de 95% do intervalo de confianca.
Frequéncias acima ou abaixo do 95%IC foram consideradas diferentes.

Uma probabilidade inferior a 5% (P < 0,05) foi considerada significativa em

todas as andlises.


http://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwa1.pl

5.5 FLUXOGRAMA DO TRABALHO
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6 RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

A estatistica descritiva dos parametros antropométricos para 0s grupos em
estudo (CTRL e DM2) é apresentada na tabela 5. A etnia Euro-Brasileira predomina
na amostra (85%) ou seja uma populacdo mista. Os resultados do presente estudo

refletem primariamente este segmento populacional.

TABELA 5.- CARACTERIZACAO DOS GRUPOS

Parametros Controle DM2 P
(n=121) (n=120)
Idade (anos) 39,5+14,4 61,9+9,8 <0,001
Homens/mulheres, n 61/60 60/60 0,949*
Peso (kg) 72,9t14,4 79,1+15,1 0,002
Altura (m) 160,4+6,0 163,7+9,9 0,151
IMC (kg/m?) 23,1+3,7 29,645,5 <0,001
Hipertensao, % 16,5 66,0 <0,001"
Tabagismo, % -- 70,0
Doenca arterial coronariana, % -- 34,0
Historia familiar de diabetes, % - 61,7
Historia familiar de obesidade, % -- 35,0

Os valores sao médiat+1-desvio padrdo ou n
P, probabilidade, teste t-Student

*teste do Chi-quadrado

Tabagismo, ex-fumantes + fumantes

--, sem informacé&o disponivel

FONTE: O autor (2014)

z

A idade dos pacientes com DM2 ¢é significativamente maior quando
comparado ao grupo controle (tabela 5). Este achado era esperado uma vez que o
DM2 é uma patologia cujo prevaléncia aumenta apds os 40 anos e média de idade
semelhante também foi encontrada em uma pesquisa com pacientes de DM2 no Rio
de Janeiro, cuja média de idade foi de 59 anos (CASTRO; MATOS; GOMES, 2006),
enquanto que o perfil dos doadores de sangue do Hospital de Clinicas da UFPR
(grupo controle) é representado por individuos mais jovens, com uma meédia de 39,5
anos, concordando com outra pesquisa realizada no HC-UFPR que encontrou perfil
semelhante de idade com média de 36 anos para doadores de banco de sangue
(UTIYAMA et al., 2009).



61

O IMC, relacionado a obesidade, esta de acordo com o esperado, valores
médios (29,6 kg/m?) indicando sobrepeso e média de IMC semelhante também foi
encontrada em uma pesquisa com pacientes de DM2 no Rio de janeiro, cuja média
de IMC foi de 28 kg/m? (CASTRO; MATOS; GOMES, 2006).

A obesidade e forte historico familiar sdo fatores de risco associados ao
diabetes tipo 2 (ADA, 2014b). Os pacientes em estudo com DM2 sao obesos,
hipertensos e apresentam alterac6es do perfil lipidico, como esperado. A obesidade
(IMC=29,6+5,5), idade (61,91+9,8) e elevada prevaléncia de histérico familiar de
diabetes (61,7%), fatores de risco observados em nosso estudo, também foram
descritos de forma semelhante em outros estudos com populagdo brasileira
(MALERBI; FRANCO, 1992). King, Aubert and Herman (1998) reportaram que o
namero de diabéticos entre 45-64 anos é maior em paises em desenvolvimento e a
idade >65 anos em paises desenvolvidos. O grupo DM2 apresentou 0s componentes
da sindrome metabdlica, entre eles: hipertensdo (66%), obesidade e dislipidemia
(tabela 5). A prevaléncia de hipertensdo é maior nos diabéticos do que na populagéo
em geral, com uma proporc¢ao de até 60% na idade de 75 anos (HDS, 1993).

A estatistica descritiva dos parametros bioquimicos para 0s grupos em
estudo (CTRL e DM2) é apresentada na tabela 6. A etnia Euro-Brasileira predomina
na amostra (85%). Os resultados refletem as caracterisiticas da amostra
populacional estudada.
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TABELA 6 - CONCENTRAGOES SERICAS DE PARAMETROS BIOQUIMICOS PARA OS GRUPOS

EM ESTUDO
Paréametros Controle (n=121) DM2 (n=120) P
Glicemia de jejum (mg/dL) 92 (88-97) 136,5 (110-183) <0,001*
1,5 AG (ug/mL) 21,3 (15,5-27,1) 8,5 (3,5-16,4) <0,001*
HbA1C (%) - 7,942,3

Colesterol (mg/dL) 189,1+39,9 173,8+40,3 0,003
HDL-C (mg/dL) 47,2+12,2 42,8+13,1 0,008
LDL-C (mg/dL) 114,5+33,6 98,9+31,2 <0,001
Triglicérides (mg/dL) 130 (92-191) 146 (101-201) 0,267*
Proteina Total (g/dL) 7,3 (6,9-7,7) 7,2 (6,8-7,5) 0,187*
Albumina (g/dL) 4,2 (3,9-4,4) 3,9 (3,7-4,0) <0,001*
Acido trico (mg/dL) 5,6+1,5 5,4+1,5 0,437
Creatinina (mg/dL) 0,8 (0,7-0,9) 0,9 (0,7-1,1) 0,002*
Uréia (mg/dL) 30,5 (25-36) 37,0 (28-48) <0,001*

Os resultados séo apresentados como médiat1-Desvio Padrdo ou mediana (intervalo interquartil).
P, probabilidade teste t-Student bidirecional.

P’, probabilidade, teste U de Mann-Whitney.

-, dados né&o disponiveis.

FONTE: O autor (2014)

Para o grupo de DM2, as concentrag6es médias da glicemia, acima de 130
mg/dL, a HbA1C >7,0% e o 1,5AG (<10 pg/mL), indicam que o grupo DM2 em
estudo contempla diabéticos com controle pobre da glicemia (tabela 6). As
concentracfes destes biomarcadores, suplantam os valores de corte supracitados,
preconizados para caracterizar bom controle glicémico, nos principais guidelines
atuais (ADA, 2014, SBD 2013, VAN LEEUWEN, POELHUIS-LETH and BLADH,
2013). Embora o estudo em tela ndo tenha desenho experimental para avaliar o
controle glicémico em termos populacionais, € possivel especular que se a amostra
em estudo representa uma amostra da nossa populacéo, nossos diabéticos carecem
de melhor atencdo quanto ao controle do processo patolégico e consequentemente
um melhor suporte para o tratamento. Este dado estd em concordancia com o
estudo realizado por Viana e colaboradores (2013), que mostra que pacientes
brasileiros com DM2 atendidos pelo SUS apresentam pobre controle glicémico. O
desenvolvimento de programas de Atencdo Farmacéutica, voltados para o controle
glicémico do paciente com DM2, pode ser sugerido, como uma ferramenta efetiva
para miminizar as complicacdes e melhorar a qualidade de vida destes individuos.

O DM2 esta associado com alteracdes no perfil lipidico, no sentido
aterogénico (V Diretrizes Brasileiras em Dislipidemias, 2013). As concentra¢des do
colesterol total e LDL-C significativamente menores no grupo DM2 comparado a

controles saudaveis, sugerem que o0s pacientes fazem uso extensivo de drogas


http://www.amazon.com/s/ref=ntt_athr_dp_sr_1?_encoding=UTF8&field-author=Anne%20Van%20Leeuwen&search-alias=books&sort=relevancerank
http://www.amazon.com/s/ref=ntt_athr_dp_sr_2?_encoding=UTF8&field-author=Debra%20Poelhuis-Leth&search-alias=books&sort=relevancerank
http://www.amazon.com/s/ref=ntt_athr_dp_sr_3?_encoding=UTF8&field-author=Mickey%20Bladh&search-alias=books&sort=relevancerank
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antilipemiantes. Também estes medicamentos podem ser 0s responsaveis pela
concentracéo de triglicérides, reconhecidamente elevada no DM2, ao se mostrarem
semelhantes entre os grupos (tabela 6). O HDL-C teve concentracbes médias
significativamente menores no grupo DM2, sugerindo maior risco de doenca
cardiovascular, como descrito em multiplos estudos (SBC, 2013). Este parametro,
portanto, captou melhor o risco deste grupo, associado ao perfil lipidico,
possivelmente pela menor eficiéncia dos antilipemiantes em aumentar a
concentracdo do HDL-C (SBC, 2013).

As concentracfes de proteinas totais ndo diferiram entre os grupos em
estudo e os valores observados sugerem pacientes com bom aporte alimentar. A
reducao significativa na albumina, mas discreta, pode sugerir que nos pacientes com
DM2, uma pequena fracdo desta molécula esta sendo perdida, pela associacdo da
hipertensdo com a microalbuminaria (ROSHAN; STANTON, 2013). Ndo é possivel
no presente estudo uma explicagcdo com base em evidéncia, em relacdo a menor
concentracdo de albumindria, no grupo DM2, pela auséncia de informacdes quanto a
proteintra ou microalbumindria, parametros que recomendamos sejam analisados
em futuros estudos com o0 mesmo desenho experimental.

As concentracfes de acido Urico ndo diferiram entre 0s grupos.

As concentragbes de creatinina e ureia, biomarcadores de filtragdo
glomerular, foram maiores no grupo com DM2, comparado a controles saudaveis
(tabela 6). Dois fatores podem explicar estes achados. A idade significativamente
maior dos pacientes com DM2 e o préprio diabetes estdo associados a perda
progressiva da funcdo renal (MACISAAC; EKINCI; JERUMS, 2014). Também é
relevante pontuar que as concentracées observadas destes marcadores, dentro do
intervalo de referéncia, sugerem que os pacientes em estudo ndo apresentam lesdo

renal manifesta, preservando, portanto, a maior parte da fungéo renal.

6.2 ANALISES MOLECULARES

As frequéncias genotipicas e alélicas para os polimorfismos em estudo estéo
apresentadas nas tabelas 7, 10, 13, 14 e 15.

As frequéncias genotipicas e alélicas dos genes (FTO, TCF7L2, ABCCS,
SLC2A2 e ADRA2A) para todos os polimorfismos em estudo (individuos DM2 e
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controles) estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg (P>0,05) (GUO; THOMPSON,
1992).

6.2.1 Gene FTO

As frequéncias genotipicas e alélicas para os polimorfismos rs9939609 e
rs8050136 do gene FTO, as comparacdes entre 0s grupos sdo apresentados na
tabela 7.

TABELA 7 - FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS DOS POLIMORFISMOS rs9939609 e
rs8050136 DO GENE FTO, NA AMOSTRA EM ESTUDO

Polimorfismos Controle DM2 P
(n=121) (n=120)

(rs9939609) 0,776
T>A TIT 54 (44,6) 50 (41,7)
FTO T/IA 47 (38,8) 52 (43,3)
AJA 20 (16,5) 18 (15,0)

Frequéncia do Alelo A 36,0 37,0 0,870
[95% IC] [30,0-42,0] [31,0-43,0]

(rs8050136) 0,753
C>A C/iC 53 (43,8) 50 (41,7)
FTO CIA 47 (38,8) 52 (43,3)
AIA 21 (17,4) 18 (15,0)

Frequéncia do Alelo A 37,0 37,0 0,980
[95% IC] [31,0-43,0] [31,0-43,0]

Valores dos gendtipos sédo n (%);

95% IC: Intervalo de confianca de 95%;

P, probabilidade, teste de y°.

Equilibrio de Hardy-Weinberg (teste de xz). SNP rs9939609 grupo controle (P=0,085) e DM2
(P=0,463). SNP rs8050136 grupo controle (P=0,070) e DM2 (P=0,463).

FONTE: O autor (2014)

Na tabela 8 estdo demonstrados varios estudos de frequéncia alélica do
gene FTO rs9939609 comparando com o presente estudo (negrito) e destacados o0s

estudos com valores mais diferentes (sombreados).



POLIMORFISMO rs9939609 DO GENE FTO COM DADOS DA LITERATURA

FTO rs9939609 Genotipo Alelo
(%) (%)
Grupo étnico Caracteristicas n TT TA AA A
Euro-brasileiros DM2 120 41,7 43,3 15,0 37,0
Saudaveis 121 44,6 38,8 16,5 36,0
Chineses Han 3.210 - - - 12,0
LI, H. et al., 2008
Britanicos brancos DM1 7.647 36,0 48,0 16,0 40,0
Saudaveis 7.156 37,0 48,0 15,0 40,0
FIELD et al., 2007
Afro-americanos Diabetes 670 30,1 47,3 22,6 37,0
Saudaveis 2.780 27,3 48,8 239 48,0
Brancos Diabetes 1.004 31,8 47,8 20,4 44,0
Saudaveis 10.038 36,0 47,8 16,2 40,0
BRESSLER et al,
2010
Branca Mulheres Diabéticas 936 34,6 46,3 19,1 41,9
Mulheres saudaveis 935 38,3 441 17,6 39,8
Negra Mulheres Diabéticas 365 30,8 442 25,0 41,6
Mulheres saudaveis 749 31,9 46,9 21,2 42,0
Hispéanica Mulheres Diabéticas 139 540 381 7.9 26,6
Mulheres saudaveis 276 49,8 38,9 11,3 29,5
Asiatica Illhas do Mulheres Diabéticas 77 64,9 30,0 5,2 19,5
Pacifico Mulheres saudaveis 163 69,9 26,4 3,7 18,0
SONG et al., 2008
Criancas Indianas Peso normal 2230 450 44,0 11,0 32,3
Sobrepeso/obeso 896 41,0 440 15,0 36,9
DWIVEDI et al., 2012
Caucasianos Obeso 2.819 - - - 43,0
Nao obeso 1.852 - - - 39,0
Asiatico Obeso 794 - - - 23,0
Nao obeso 1.845 - - - 20,0
Hispéanico Obeso 207 - - - 45,0
Nao obeso 518 - - - 37,0
Africano Obeso 365 - - - 47,0
Nao obeso 749 - - - 45,0

PENG et al., 2011

Em negrito, dados obtidos neste estudo; DM2: diabetes mellitus tipo 2.
Sombreadas as frequéncias mais diferentes comparadas com o presente estudo.

-, dados néo disponiveis.
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TABELA 8 - COMPARAGCOES ENTRE FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS DO

Frequéncias genotipicas e alélicas para o rs9939609 ndo sao diferentes

(P>0,05) entre os grupos na populacédo estudada, sugerindo que este marcador nao
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esta associado ao DM2 na populagcdo em estudo. Para um estudo semelhante de
individuos DM2 de Porto Alegre - RS, também n&o foi encontrada diferenca
significativa para este polimorfismo (STEEMBURGO et al., 2012). Em chineses Han
também n&o foi encontrado correlagdo deste polimorfismo com o diabetes (LI, H. et
al., 2008). Numa populacdo de indianos do norte da india um estudo também n&o
demonstrou associagdo com o DM2, porém demonstrou associagdo com a
obesidade (CHAUHAN et al., 2011). Nao foi encontrada associagao significativa
entre os polimorfismo rs9939609 e o risco de desenvolver diabetes tipo 2 em uma
meta-analise com a populacdo do leste da Asia (XI; Ml, 2009).

Em um estudo do rs9939609 da populacéo britanica entre individuos DM1 e
controles uma associacao significativa com obesidade infantii e DM2, mas sem
correlacdo com DM1 (FIELD et al., 2007). Bressler e colaboradores (2010),
avaliando uma populagdo de Caucasoides encontraram associacao significativa do
rs9939609 com o risco de desenvolver diabetes e a obesidade. Em Escoceses
portadores do alelo A do polimorfismo rs9939609 foi associado o aumento do risco
de DM2, também com o aumento em altera¢Bes lipidicas, bem como o infarto do
miocardio (DONEY et al., 2009).

O genotipo homozigoto AA do rs9939609 foi associada a um maior risco de
DM2, independentemente do IMC em um estudo da populacdo francesa de
individuos obesos e ndo obesos (LEGRY et al., 2009).

Nosso resultado para este polimorfismo se alinha aqueles que néo
observaram associa¢cdes com o DM2.

Na tabela 9 estdo demonstrados varios estudos de frequéncia alélica do
gene FTO rs8050136 comparando com o presente estudo (negrito) e destacados os

estudos com valores mais diferentes (sombreados).
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TABELA 9 - COMPARAGCOES ENTRE FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS DO
POLIMORFISMO rs8050136 DO GENE FTO COM DADOS DA LITERATURA

FTO rs8050136 Genotipo Alelo
(%) (%)
Grupo étnico Caracteristicas n CC CA AA A
Euro-brasileiros DM2 120 41,7 43,3 15,0 37,0
Saudaveis 121 53,8 388 17,4 37,0
Afro-americanos Diabetes 670 34,2 46,6 19,2 37,0
Saudaveis 2.780 31,6 48,9 195 48,0
Brancos Diabetes 1.004 31,6 48,1 20,3 43,0
Saudaveis 10.038 35,9 47,8 16,3 44,0
BRESSLER et al.,
2010
Chineses Han 3.210 - - - 12
LI, H. et al., 2008
Branca Mulheres Diabéticas 936 34,8 46,8 18,5 41,9
Mulheres saudaveis 935 38,0 444 17,6 39,8
Negra Mulheres Diabéticas 365 36,4 44,1 19,6 41,6
Mulheres saudaveis 749 34,3 475 18,3 42,0
Hispanica Mulheres Diabéticas 139 547 374 7.9 26,6
Mulheres saudaveis 276 52,2 36,6 11,2 29,5
Asiatica llhas do Mulheres Diabéticas 77 67,5 26,0 6,5 19,5
Pacifico Mulheres saudaveis 163 68,3 27,3 4.4 18,0
SONG et al., 2008
Criancas Indianas Peso normal 2230 450 44,0 11,0 32,8
Sobrepeso/obeso 896 40,0 45,0 15,0 37,1
DWIVEDI et al., 2012
Caucasianos Obeso 418 - - - 45,0
Nao obeso 2.270 - - - 39,0
Asiatico Obeso 77 - - - 20,0
Nao obeso 163 - - - 18,0
Africano Obeso 365 - - - 42,0
Nao obeso 749 - - - 42,0

PENG et al., 2011
Em negrito, dados obtidos neste estudo; DM2: diabetes mellitus tipo 2.
Sombreadas as frequéncias mais diferentes comparadas com o presente estudo.
-, dados néo disponiveis.

Para o rs8050136 as frequéncias genotipicas e alélicas ndo sao diferentes
(P>0,05) entre os grupos na populagéo estudada, sugerindo que este marcador ndo
esta associado ao DM2.

Em um estudo de coorte (caso-controle) multiétnico com mulheres diabéticas
e nao diabéticas pds menopausa nos Estados Unidos, este polimorfismo também

nao foi associado ao diabetes (SONG et al., 2008). Também, ndo foi encontrada
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correlagcdo deste polimorfismo com o diabetes em um estudo da populacdo de
chineses Han (LI, H. et al., 2008). Em Indianos do norte da india um estudo
demonstrou associacdo com a obesidade, porém ndo demonstrou associacdo com o
DM2 (CHAUHAN et al., 2011). Em uma meta-andlise com a populacdo do leste da
Asia, ndo foi encontrada associagéo significativa entre os polimorfismo rs8050136 e
o risco de desenvolver diabetes tipo 2 (XI; Ml, 2009).

Em um estudo com a populacéo koreana o polimorfismo rs8050136 do gene
FTO foi significativamente associado com o peso, mas ndo com o IMC (SULL; LEE;
JEE, 2013). A variante rs8050136 mostrou associacdo significativa com o risco de
obesidade e as suas medidas de IMC, peso, circunferéncia da cintura e
circunferéncia do quadrii em criancas da india (DWIVEDI et al., 2012). Foi
confirmada forte associacdo do polimorfismo rs8050136 do gene FTO com a
sindrome metabdlica por meta-analise advinda de estudos de vérias etnias (WANG,
H. et al., 2012). Foram analizadas 298 criancas multi-étnicas, o rs8050136 do FTO
foi associado com o IMC e circunferéncia da cintura (KLIMENTIDIS et al., 2011).

As frequéncias para o alelo menor (A; 95%IC: 30-43%) identificadas em
nosso estudo sdo semelhantes para os dois polimorfismos do gene FTO (rs9939609
e rs8050136). A mesma similaridade também foi reportada em uma meta-analise
(PENG et al., 2011).

Nossa expectativa era encontrar uma associacdo entre os polimorfismos do
gene FTO com o IMC ou peso dos pacientes, como sugerido em outros diferentes
estudos supra mencionados. Neste estudo de triagem fica demonstrado que para a
polulacdo em estudo os polimorfismos rs9939609 e rs8050136 do gene FTO nao
sdo marcadores para o0 DM2 ou associados com indicadores de obesidade. O efeito
do tamanho amostral, desenhado para estudo de triagem, e a forma de selecédo dos
grupos sao fatores que podem ter contribuido para esta conclusdo, que precisa ser

confirmada através de estudo com maior tamanho amostral.

6.2.2 Gene TCF7L2
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As frequéncias genotipicas e alélicas do gene TCF7L2 com seus
polimorfismos rs7903146 e rs12255372, bem como as analises para o equilibrio de

Hardy-Weinberg e as comparacfes entre 0S grupos encontram-se na tabela 10.

TABELA 10 - FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS DOS POLIMORFISMOS rs7903146 e
rs12255372 DO GENE TCF7L2 NA AMOSTRA EM ESTUDO

Polimorfismos Controle DM2 P
(n=121) (n=120)

(rs7903146) 0,130
C>T C/iC 62 (51,3) 50 (41,7)
TCF7L2 CIT 43 (35,5) 58 (48,3)
TIT 16 (13,2) 12 (10,0)

Frequéncia do Alelo T 31,0 34,0 0,457
[95% IC] [25,0-37,0] [28,0-40,0]

(rs12255372) 0,543
G>T GIG 63 (52,1) 57 (47,5)
TCF7L2 GIT 47 (38,8) 47 (39,2)
T/T 11 (9,1) 16 (13,3)

Frequéncia do alelo T 28,0 33,0 0,294
[95% IC] [23,0-34,0] [27,0-39,0]

Valores dos gendtipos sédo n (%);

95% IC: Intervalo de confianca de 95%;

P, probabilidade, teste de y°.

Equilibrio de Hardy-Weinberg (teste de xz). SNP rs7903146 grupo controle (P=0,063) e DM2
(P=0,415). SNP rs12255372 grupo controle (P=0,604) e DM2 (P=0,215).

FONTE: O autor (2014)

As tabelas 11 e 12 descrevem comparacdes entre as frequéncias

genotipicas e alélicas para os polimorfismos do gene TCF7L2 em estudo.
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TABELA 11 - COMPARAGCOES ENTRE FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS DO
POLIMORFISMO rs7903146 DO GENE TCF7L2 COM DADOS DA LITERATURA

TCF7L2 rs7903146 Genotipo Alelo
(%) (%)
Grupo étnico Caracteristicas n CC CT TT T

Euro-brasileiros DM2 120 41,7 48,3 10,0 34,0
Saudaveis 121 51,3 355 13,2 31,0

Jovens Brancos nao DM2 86 52,0 32,0 16,0 33,0

hispanicos Saudaveis 608 51,0 40,0 9,0 29,0

Jovens Afro- DM2 154 39,0 40,0 21,0 44,0

Americano Saudaveis 391 53,0 40,0 7,0 27,0

DABELEA et al., 2011

Caucasoides Saudaveis 100 55,0 37,0 8,0 34,0

PANG; SMITH;

HUMPHRIES, 2013

Brasileiros (Brasilia) DM2 113 434 416 15,0 35,8
Saudaveis 139 50,4 456 4,3 27,0

BARRA et al., 2012

Caucasoides DM2 16 - - - 40,1
Saudaveis 143 - - - 26,2

PROKUNINA-

OLSSON et al., 2009

Britanicos DM2 2.158 38,5 48,0 135 37,5
Saudaveis 2.574 47.4 43,8 8,8 30,7

GROVES et al., 2006

Escandinavos 946 - - - 23,0

Suecos 966 - - - 28,0

Polones 1.942 - - - 27,0

Americanos 2.246 - - - 32,0

SAXENA et al., 2006

Indianos DM2 758 - - - 33,0
Saudaveis 621 - - - 21,0

UMA JYOTHI et al.,

2013

Arabes da Tunisia DM2 848 - - - 47,0
Saudaveis 682 - - - 39,0

TURKI et al., 2013

Mexicanos DM2 719 - - - 18
Saudaveis 746 - - - 12

MARTINEZ-GOMEZ

etal., 2011

Chineses 1.520 - - - 2,9

Japoneses 4.087 - - - 3,8

LUO et al., 2009
Em negrito, dados obtidos neste estudo; DM2: diabetes mellitus tipo 2
Sombreadas as frequéncias mais diferentes comparadas com o presente estudo.
-, dados néo disponiveis.
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TABELA 12 - COMPARACOES ENTRE FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS DO
POLIMORFISMO rs12255372 DO GENE TCF7L2 COM DADOS DA LITERATURA

TCF7L2 rs12255372 Genotipo Alelo
(%) (%)
Grupo étnico Caracteristicas n GG GT 1T T
Euro-brasileiros DM2 120 47,5 39,2 13,3 33,0
Saudaveis 121 52,1 388 9,1 28,0
Jovens Brancos néo DM2 86 56,0 32,0 12,0 32,0
hispanicos Saudaveis 608 53,0 39,0 8,0 27,5
Jovens Americano DM2 154 49,0 41,0 10,0 31,0
Africano Saudaveis 391 51,0 42,0 7,0 28,0
DABELEA et al., 2011
Caucasoides Saudaveis 100 56,0 31,0 13,0 36,0
PANG; SMITH;
HUMPHRIES, 2013
Caucasoides DM2 16 - - - 37,5
Saudaveis 143 - - - 25,2
PROKUNINA-
OLSSON et al., 2009
Britanicos DM2 2.158 36,3 50,3 13,4 35,4
Saudaveis 2.574 49,0 42,4 8,6 29,8
GROVES et al., 2006
Indianos DM2 758 - - - 24,0
Saudaveis 621 - - - 18,0
UMA JYOTHI et al.,
2013
Arabes da Tunisia DM2 738 - - - 41,0
Saudaveis 590 - - - 34,0
URKI et al., 2013
Mexicanos DM2 719 - - - 15,6
Saudaveis 746 - - - 11,4
MARTINEZ-GOMEZ
etal., 2011
Chineses 1.520 - - - 4,0
Japoneses 4.087 - - - 2,2

LUO et al., 2009
Em negrito, dados obtidos neste estudo; DM2: diabetes mellitus tipo 2
Sombreadas as frequencias mais diferentes comparadas com o presente estudo.
-, dados néo disponiveis.

As frequéncias do AMF (T) observadas para os polimorfismos rs7903146 e
rs12255372 (23-40%; 95%IC) séo semelhantes as descritas em outras populagcdes
caucasoides.

Para brancos ndo hispanicos diabéticos e néo diabéticos foi descrita uma
frequéncia deste alelo para o0 rs7903146 de 33% e 29%, respectivamente, e para 0s

jovens americanos africanos néo diabéticos foi encontrado uma frequéncia de 27%
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(DABELEA et al.,, 2011). Frequéncias semelhantes para o rs12255372 foram
descritas para os mesmos grupos (DABELEA et al., 2011).

Ingleses genotiparam 100 individuos saudaveis e obtiveram frequéncias
para o alelo T de 34% e 36%, respectivamento para os polimorfismos rs7903146
para o rs 12255372, em franca concordancia com nossos dados (PANG; SMITH,;
HUMPHRIES, 2013).

Barra e colaboradores (2012) descreveram uma associacdo significativa
rs7903146 com o DM2 em uma populacdo de Brasilia. As frequéncias para o alelo T
do rs7903146 descritas neste estudo, 35,8% e 27%, para DM2 e controle,
respectivamente, estdo no intervalo de confianga dos valores observados em nosso
estudo. Portanto, variacbes étnicas ou diferencas no desenho amostral podem
propiciar resultados diferentes em estudo de associagcédo. Corrobora esta afirmacéo o
estudo de Melo e colaboradores, desenvolvido em nosso laboratério. Os autores
estudaram estes polimorfismos do gene TCF7L2 em estudo caso-controle com
diabetes gestacional (MELO, 2013). O polimorfismo rs12255372 ndo diferiu entre os
grupos e a frequéncia do alelo T foi de 30-32%, semelhante as descritas neste
estudo. Para o polimorfismo rs7903146, as frequéncias alélicas entre gestantes
saudaveis e diabéticas, para o alelo T, foi 29% e 36%, para saudaveis e diabéticas,
proximo a significancia (P=0,05) e similar aos descritos para no projeto em tela
(MELO, 2013).

A frequéncia do AMF (T) para o rs7903146 observada € semelhante as
descritas em outras populacdes como europeus 31% e 29%, para africanos 26%,
americanos africanos 35%, mexicanos 25% (NCBI, 2013a). Para o rs12255372
foram descritas as frequéncias de 28% e 25% para europeus, 27% africanos e 35%
para italianos (NCBI, 2013a).

Em outros estudos do tipo caso-controle os polimorfismos rs7903146 e
rs12255372 encontraram associa¢des significativas com o diabetes em diferentes
populacdes, com destaque para Britanicos (GROVES et al., 2006), Americanos
(FLOREZ et al., 2006), Finlandeses (LYSSENKO et al., 2007), Escandinavia, Pol6nia
e EUA (SAXENA et al.,, 2006), Leste asiatico (LUO et al., 2009), Indianos (UMA
JYOTHI et al., 2013) (GUPTA et al., 2012), Chineses han (DOU et al., 2013), Arabe
Tunisia (TURKI et al., 2013), Libanesa (NEMR et al., 2012), Letonia (KALNINA et al.,
2012), mexicana (MARTINEZ-GOMEZ et al., 2011), sueca (NORDMAN et al., 2009)
e japonesa (TABARA et al., 2009).
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Outro elemento de destaque para estes polimorfismos é a expressiva baixa
frequéncia observada em orientais para os alelos raros (~2-4%), como descrito nas
tabelas 11 e 12.

No estudo presente ndo foi identificada associacdo com o DM2 e as
frequéncias observadas sdo semelhantes as descritas para Caucasoides para 0s

polimorfismos do gene TCF7L2 em estudo.

6.2.3 Gene ABCCS8

As frequéncias genotipicas e alélicas do gene ABCC8 com seu SNP
rs3758947, bem como as andlises para o equilibrio de Hardy-Weinberg e as

comparacdes entre 0s grupos encontram-se na tabela 13.

TABELA 13 - FREQUENCIA GENOTIPICA E ALELICA DO POLIMORFISMO rs3758947 DO GENE
ABCC8, NA AMOSTRA EM ESTUDO

Polimorfismos Controle DM2 P
(n=121) (n=120)

(rs3758947) 0,262
C>T Cc/C 78 (64,4) 75 (62,5)
ABCCS8 (o7h) 34 (28,1) 41 (34,2)
TIT 9 (7,4) 4,0(3,3)

Frequéncia do Alelo T 22,0 20,0 0,773
[95% IC] [16,0-27,0] [15,0-26,0]

Valores dos genétipos sao n (%);

95% IC: Intervalo de confianca de 95%;

P, probabilidade, teste de y°.

Equilibrio de Hardy-Weinberg (teste de xz). SNP rs3758947 grupo controle (P=0,066) e DM2

(P=0,573).
FONTE: O autor (2014)
As frequéncias do AMF (T) para o polimorfismo rs3758947 sdo semelhantes
as descritas em outras populaces caucasoides como europeus 17%, asiatica 26%,
indios americanos 23% e chineses 26% (HAPMAP, 2013a; NCBI, 2013c).
Kilpelainen e colaboradores (2007) encontraram uma frequéncia do menor alelo
(25%) numa populacdo da Finlandia, dentro do intervalo de confianga observado
neste estudo (tabela 13), contudo, estes autores descrevem uma associacao

significativa do polimorfismo rs3758947 com o DM2, ao contrario de nosso estudo.
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Estudos de associagbes com variantes dos genes dos canais de potassio
ATP-dependente tém apresentado resultados conflitantes para o ABCC8 (VAN DAM
et al., 2005).

Dois estudos de polimorfismo na regido promotora do gene néo identificaram
associacdo com o DM2 (GLOYN et al., 2001; HANSEN et al., 2001). Diferentemente
Kilpelainen e colaboradores (2007) que descreveram associagdo do polimorfismo
em estudo com o DM2. Os mesmos autores evidenciaram experimentalmente a
interacdo entre a atividade fisica e a variante (rs3758947).

Apresentamos, como hipétese, que um desenho amostral diferente,
considerando elementos associados a dieta, condicionamento fisico e estilo de vida
dos individuos envolvidos, possa levar a resultados diferentes dos obtidos neste
estudo.

Em sintese o polimorfismo rs3758947 do gene ABCC8 nédo esta associado
ao DM2 na populacdo em estudo e a frequéncia do AMF é semelhante a outras

populacdes Caucasoides.

6.2.4 Gene SLC2A2

As frequéncias genotipicas e alélicas do gene SLC2A2 com seu
polimorfismo rs5393, bem como as analises para o equilibrio de Hardy-Weinberg e

as comparacdes entre 0s grupos encontram-se na tabela 14.
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TABELA 14 - FREQUENCIA GENOTIPICA E ALELICA DO POLIMORFISMO rs5393 DO GENE
SLC2A2, NA AMOSTRA EM ESTUDO

Polimorfismos Controle DM2 P
(n=121) (n=120)

(rs5393) 0,939
A>C A/A 81 (66,9) 78 (65,0)
SLC2A2 A/C 32 (26,4) 33 (27,5)
c/C 8(6,7) 9,0 (7,5)

Frequéncia do Alelo C 20,0 21,0 0,701
[95% IC] [15,0-25,0] [16,0-26,0]

Valores dos genétipos sao n (%);

95% IC: Intervalo de confianca de 95%;

P, probabilidade, teste de y°.

Equilibrio de Hardy-Weinberg (teste de XZ). SNP rs5393 grupo controle (P=0,064) e DM2
I(:F;J_NO'Iplgl()J autor (2014)

As frequéncias do AMF (C) observada (rs5393) sdo semelhantes as
descritas em outras populacdes de Iindios americanos 20%, mexicanos 21% e
italianos da toscana 16% (HAPMAP, 2013b; NCBI, 2013b).

A distribuicdo dos alelos estudados do gene SLC2A2 estd em concordancia
com o descrito para outras populacdes, contudo nao foi observado associagdo com
o DM2.

De modo similar ao nosso estudo, outros também n&o demostraram
associacdo com o DM2 com este polimorfismo (MATSUTANI et al., 1990; LI, S. R. et
al., 1991; PATEL et al.,, 1991; BARONI et al.,, 1992; TANIZAWA et al., 1994,
MATSUBARA et al., 1995; SHIMADA et al., 1995; MOLLER et al., 2001).

Polimorfismos em regides promotoras podem afetar a ligacdo de fatores
transcricionais que regulam a transcricdo génica. Trés polimorfismos na regido
promotora do gene SLC2A2, -149A>C (rs5393), -122T>C (rs5394) e -44G>A
(rs5396), foram identificados na populacao dinarmarquesa. Estes polimorfismos néo
tiveram as frequéncias genotipicas significativamente diferentes entre individuos
saudaveis e pacientes com DM2 (MOLLER et al., 2001).

Os individuos com gendétipos AA do polimorfismo rs5393 do gene SLC2A2
foi proposto como indicador de risco com capacidade de predizer a conversao de
Finlandeses obesos intolerantes a glicose para diabéticos tipo 2 (LAUKKANEN, O. et
al., 2005).

Barroso e colaboradores (BARROSO et al., 2003) acreditam que muitos dos
resultados negativos reportados em trabalhos publicados (LI, S. R. et al.,, 1991,
BARONI et al., 1992; TANIZAWA et al., 1994; MOLLER et al., 2001) se deve ao
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pequeno tamanho amostral, insuficiente em poder estatistico para detectar efeitos
modestos ou sutis. Esta abordagem é uma explicacdo compativel ao nosso estudo
em tela, que tem énfase na triagem de genes associados ao DM2.

Também é relevante pontuar que a falta de associacéo dos polimorfismos no
gene SCL2A2 com DM2 neste e demais estudos poderia se justificar pelo
mascaramento do seu efeito genético pelos fatores de estilo de vida, uma vez que
Kilpelainen e colaboradores (2007) descreveram que a atividade fisica € um
moderador do efeito genético de SLC2A2 sobre o DM2. Este efeito tem suporte com
a forte relacdo entre os polimorfismos do gene SLC2A2 e o risco para doenca
cardiovascular (DAC).

Em sintese em nosso estudo o polimorfismo da regido promotora rs5393 do
gene SLC2A2, ndo esta associado ao DM2 na populagdo em estudo. A frequéncia
do AMF observada para a populacao brasileira € 20% para o grupo controle e 21%
para DM2.

Novos estudos com o polimorfismo em tela poderdo ser realizados,

considerando marcadores para estilo de vida na classificacdo dos grupos.

6.2.5 Gene ADRA2A

As frequéncias genotipicas e alélicas do gene ADRA2A com seu
polimorfismo rs10885122, bem como as analises para o equilibrio de Hardy-

Weinberg e as comparacfes entre 0s grupos encontram-se na tabela 15.
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TABELA 15 - FREQUENCIA GENOTIPICA E ALELICA DO POLIMORFISMO rs10885122 DO GENE
ADRA2A, NA AMOSTRA EM ESTUDO

Polimorfismos Controle DM2 P
(n=121) (n=120)

(rs10885122) 0,891
G>T G/IG 82 (67,8) 78 (65,0)
ADRA2A GIT 32 (26,4) 35 (29,2)
TIT 7 (5,8) 7,0 (5,8)

Frequéncia do Alelo T 19,0 20,0 0,698
[95% IC] [14,0-24,0] [15,0-26,0]

Valores dos genétipos sao n (%);

95% IC: Intervalo de confianca de 95%;

P, probabilidade, teste de y°.

Equilibrio de Hardy-Weinberg (teste de XZ). SNP rs10885122 grupo controle (P=0,121) e
DM2 (P=0,262).

FONTE: O autor (2014)

As frequéncias genotipicas e alélicas ndo diferiram entre os grupos em
estudo. Outros estudos com conclusdo similar estdo descritos para as populacdes
inglesa (TALMUD et al., 2011), chinesa (TALMUD et al., 2011; CHEN et al., 2013),
japonesa (FUJITA et al., 2012) e européia (DUPUIS et al., 2010; REES et al., 2011).
A comparacdo deste polimorfismo entre diversas etnias 56,4% de origem européia;
20,2% Africano-americanos; 16,8% hispanicos; 4,3% asiaticos; e 2,4% indio
Americano) também nao encontrou correlagdo com o diabetes (FLOREZ et al.,
2012).

O polimorfismo rs10885122 foi associado com hiperglicemia ou reducdo na
insulinemia em caucasianos ndo diabéticos (BOESGAARD et al., 2010; DUPUIS et
al., 2010; RENSTROM et al.,, 2011; WAGNER et al.,, 2011). Nosso estudo néo
evidenciou associacdo com a glicemia ou outros marcadores para 0 controle
glicémico, em concordancia com estudos que utilizaram tamanho amostral grande
de diabéticos e intolerantes a glicose (TALMUD et al., 2011; FLOREZ et al., 2012).

Na tabela 16 estdo demonstrados varios estudos de frequéncia alélica do
gene ADRAZ2A rs10885122 comparando com o presente estudo (negrito) e

destacados os estudos com valores mais diferentes (sombreados).
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TABELA 16 - COMPARACOES ENTRE FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS DO
POLIMORFISMO rs10885122 DO GENE ADRA2A COM DADOS DA LITERATURA

ADRAZ2A rs10885122 Genotipo Alelo
(%) (%)
Grupo étnico Caracteristicas n GG GT TT T

Euro-brasileiros DM2 120 65,0 29,2 5,8 20,0
Saudaveis 121 67,8 26,4 5,8 19,0

Meta - analise Nao diabético 46.186 - - - 13,0

Dupuis et al., 2010

Meta - analise Nao diabético com risco  1.782 - - - 12,0

de DM2

Wagner et al .,2011
Suécos Adultos de meia idade 4.059 - - - 11,0

Renstrom et al., 2011

Estudo de Whitehall Il DM2 365 78,1 21,1 0,8 11,0
Saudaveis 4,788 77,4 21,2 1,3 12,0
Estudo do coracgéo e DM2 327 83,0 150 2,0 9,0
salude de mulheres Saudaveis 2.969 76,0 23,0 2,0 13,0
britanicas
Estudo longitudinal DM2 432 73,2 26,4 0,5 14,0
Inglés de Saudaveis 5.021 76,8 21,7 15 12,0
envelhecimento
Estudo de coragéo do DM2 155 73,6 245 19 14,0
Parque Northwick Il Saudaveis 2.502 77,0 21,5 1,5 12,0
Talmud et al., 2011
Caucasianos Ingleses DM2 439 - - - 14,0
Saudaveis 5.091 - - - 12,0
Caucasianos
Estudo do Coracéo DM2 159 - - - 14,0
Northwick (Britanico) Saudaveis 2.546 - - - 12,0
Caucasianos Asiatico DM2 857 - - - 22,0
do Reino Unido Saudaveis 417 - - - 21,0
Caucasianos do
Paquistdo DM2 821 - - - 23,0
Saudaveis 1.167 - - - 25,0
Asiatico do Japao
DM2 2.561 - - - 9,0
Saudaveis 1.994 - - - 9,0
Asiatico da China
DM2 3.410 - - - 7,6
Chen et al., 2013 Saudaveis 3.412 - - - 8,0

Em negrito, dados obtidos neste estudo; DM2: diabetes mellitus tipo 2.
Sombreadas as frequéncias mais diferentes comparadas com o presente estudo.
-, dados néo disponiveis.
As frequéncias do alelo T observadas para a populacao brasileira em estudo
(tabela 16) ndo sao diferentes da populacdo caucasoide saudavel e diabética de

asiaticos do Reino Unido (21% e 22%) e do Paquistédo (25% e 23%), mas superiores
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a populacdo japonesa (9%), chinesa (7,6 % e 8%) e britanica em quatro estudos
(12% e 11%; 13% e 9%; 12% e 14% em dois estudos) (TALMUD et al., 2011;
FLOREZ et al., 2012; CHEN et al.,, 2013). Rees e colaboradores (2011) néo
encontraram associacao do polimorfismo rs10885122 do gene ADRA2A com o DM2,
em populacdes de asiaticos do Reino Unido e do Paquistdo, que apresentaram
frequéncia do alelo T semelhante & descrita neste trabalho.

Portanto, o polimorfismo rs10885122 do gene ADRA2A né&o esta associado
ao DM2 na populacdo em estudo e as frequéncias do AMF sdo semelhantes a

caucasoides e maiores quando comparados com orientais (tabelal6).

6.3 ANALISES DE CORRELACAO LINEAR DE PEARSON

Foram identificadas correlacdes significativas entre os polimorfismos e os
parametros bioquimicos com a amostra controle bem como com a amostra DM2
(tabela 17).

TABELA 17 - CORRELACOES SIGNIFICATIVAS (P<0,05) ENTRE OS POLIMORFISMOS EM
ESTUDO E PARAMETROS LABORATORIAIS E ANTROPOMETRICOS NOS
GRUPOS EM ESTUDO

Grupo Controle Grupo DM2
Genes/Polimorfismos Triglicérides Peso IMC
ABCCS8 rs3758947 r=0,238 - -
P=0,017
ADRAZ2A rs10885122 - r=0,277 -
P=0,006
FTO rs8050136 r=0,235 - -
P=0,019
FTO rs9939609 r=0,238 - -
P=0,017
TCF7L2 rs7903146 - - r=0,186
P=0,042

Os SNPs entraram na analise com os codigos: Gene FTO, 1=TT; 2=TA e 3=AA para 0
rs9939609 e 1=CC, 2=CA e 3=AA para o rs8050136, Gene ABCC8 rs3758947, 1=GG,
2=GA, 3=AA e Gene ADRA2A rs10885122,1=GG, 2=GT, 3=TT e Gene TCF7L2, 1=GG;
2=GT e 3=TT.

r, coeficiente de correcéo de Pearson, P, probabilidade da correlacdo

FONTE: O autor (2014)

A andlise de correlacdo linear (tabela 17) foi realizada na busca de
associacbes entre o0s polimorfismos e o0s biomarcadores laboratoriais e

antropometricos. Os valores do coeficiente de correlagdo (r) observados indicam
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correlagdes fracas (r<0,5), sugerindo que o efeito dos polimorfismos sobre estes
marcadores é pequeno. Em todas as correlacdes significativas foram realizados
analises de variancia (ANOVA) para identificar possiveis efeitos das variantes

genéticas sobre os parametros correlacionados.

6.4 ANALISES DE VARIANCIA

Foram comparados por analise de variancia (ANOVA) os gendtipos dos
polimorfismos com o0s parametros que apresentaram correlacdo significativa
mostrada na tabela 17.

As associa¢cfes entre os gendtipos somente foram consideradas nos casos
em que o efeito da presenca do alelo apresentou alteracdo direcionada e consistente
com probabilidade significativa (P<0,05).

As figuras 12 e 13 mostram as andlises de associacao utilizando ANOVA.
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Probabilidade ANOVA
Painel | Gene SNP Parametros Controle DM2
A ABCCS8 | rs3758947 Triglicérides 0,001 0,939
B TCF7L2 | rs7903146 IMC 0,870 0,035
C FTO rs8050136 Triglicérides 0,135 0,179
D FTO rs9939609 Triglicérides 0,182 0,179

FONTE: O autor (2014)

A associacao dos polimorfismos com os parametros apresentados na figura

12 (Paineis A-D), néo foi considerada relevante. Apenas os rs3758947 do ABCCS8 no

grupo controle com os triglicerideos (figura 12-A) e TCF7L2 rs7903146 para IMC no

grupo DM2 (figura 12-B) apresentaram probabilidade significativa na ANOVA. No

entanto, a elevada dispersédo dos resultados (monitorado pelo desvio padréo) e a

auséncia de evidéncia do efeito do alelo sobre o parametro analisado, sugere que
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estas observagcbes sejam decorrentes de variacbes ao acaso, possivelmente

associadas ao tamanho amostral relativamente pequeno.

Para o polimorfismo rs10885122 do gene ADRAZ2A, foi identificada uma

associacao significativa entre os genétipos e o peso (figura 13).

1

1

kg

Peso,

1

1

kg

Peso,

A gene ADRAZ2A

10 M

00 -

90 1

80 M

70 7

60 -

50 T T T
G G GT TT

genodétipos rs10885122
B

109

00 A

90 7

80 T

70 9

60 7

gene ADRAZ2A

50

GG

GT+TT

genodtipos rs10885122

FIGURA 13 - ANALISE DE VARIANCIA ENTRE GENOTIPOS DO RS10885122 DO GENE ADRA2A

E O PESO NOS GRUPOS EM ESTUDO

Os simbolos sdo médias e as barras verticais 1-DP. O grupo controle esta
representado por circulo aberto e linhas pretas e o grupo DM2 por quadrado e linhas

vermelhas.
Painel Controle DM2 Statistica (P)
A 0,156 0,017 ANOVA
B 0,247 0,016 Teste t Student

FONTE: O autor (2014)
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A figura 13-A mostra que nos pacientes com DM2, o alelo de menor
frequéncia T esta associado a um peso menor. Portadores do gendtipo TT
apresentaram uma reducédo de 14,8 kg em relacdo aos homozigotos GG para o
polimorfismo rs10885122. Este efeito ndo foi significativo em controles saudaveis.

Para confirmar o efeito, foi realizada a comparagdao no modo “dominante”,
genotipo GG vs GT+TT, o que minimiza possiveis efeitos aleatorios devido ao menor
tamanho amostral do gendétipo TT (figura 13-B). A significancia para o grupo DM2 foi
mantida, confirmando o menor peso associado ao alelo T do polimorfismo
rs10885122.

Para este polimorfismo, néo foi observada uma associacdo com indice de
massa corporea (IMC). Possiveis efeitos do tamanho amostral e outros fatores como
a distribuicdo da gordura corporal, ndo captados pelo IMC, podem ser elencados
como uma explicagéo plausivel para este fenbmeno.

O alelo de menor frequéncia (T) do polimorfismo rs10885122 tem sido
associado a menor concentracdo de glicose no soro (DUPUIS et al.,, 2010).
Postulamos que este efeito metabdlico, associado a outros elementos néo
conhecidos, tenha como efeito acelerar o ritmo metabdlico ou inibir o acimulo de
gordura, fatores que isoladamente ou de forma combinada promoveriam uma
reducdo no peso, associada a este alelo. Novos estudos, com adequado tamanho
amostral e medidas da distribuicdo da gordura corporal com métodos avancados séo
recomendados para melhor estudo do fendmeno observado neste estudo de

triagem.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Esta disponivel grande niumero de publicacdes mostrando associacdo entre
variantes genéticas e o DM2, mas nao raro, estudos com o mesmo polimorfismo
apresentam achados inconsistentes (HIRSCHHORN; ALTSHULER, 2002). Esta
dificuldade de replicar resultados pode refletir falso-positivos em estudos originais,
em particular naqueles com tamanho amostral pequeno. O poder para a deteccdo de
impactos modestos de um locus individual no DM2, ou a identificacdo de uma
heterogeneidade etiolégica em diferentes populacdes, pode requerer grande
tamanho amostral. Também, muitos estudos avaliando genes candidatos para o
DM2 possuem falta de rigor e baixa sensibilidade (ALTSHULER et al., 2000).

A diversidade nas conclusdes de diferentes estudos também refletir
diferencas populacionais genuinas ou a heterogeneidade da doenca (IOANNIDIS et
al., 2001; VAN DAM et al., 2005). E neste contexto que se encontra um dos pontos
relevantes do trabalho em tela. A quantidade de informac¢des sobre as frequéncias
de polimorfismos associados ao DM2 disponiveis para a populacédo brasileira séo
inexistentes ou escassas. Nosso trabalho procura minimizar a falta de informacdes
para nossa populacéo brasileira, miscigenada e busca marcadores moleculares para

o Diabetes mellitus tipo 2.
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8 CONCLUSOES

Os polimorfismos dos genes FTO (rs9939609 e rs8050136), TCF7L2
(rs7903146 e rs12255372), SLC2A2 (rs5393), ABCC8 (rs3758947) e ADRA2A
(rs10885122) nao estédo associados ao diabetes tipo 2 na populagédo em estudo.

A frequéncia do AMF (95%IC) para os polimorfismos em estudo no grupo
saudavel (controles) para uma populacdo mista com predominancia de Euro-
Brasileiros foi FTO rs9939609 alelo A 36% (30-42%), rs8050136 alelo A 37%
(31-43%), TCF7L2 rs7903146 alelo T 31% (25-37%), rs12255372 alelo T 28%
(23-34%), ABCC8 rs3758947 alelo T 22% (16-27%), SLC2A2 rs5393 alelo C
20% (15-25%) e ADRA2A rs10885122 alelo T 19% (14-24%).

As frequéncias alélicas e genotipicas para os polimorfismos em estudo foram
semelhantes as observadas em outras populacbes Caucasoides e

significativamente maiores quando comparadas a Orientais.

Foi identificada uma associacao significativa do polimorfismo rs10885122 do
gene ADRA2A com 0 peso em pacientes com diabetes tipo 2. O alelo menos

frequente T esta associado a menor peso corporal.
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PCR EM TEMPO REAL PARA O GENE FTO ( SNPs rs9939609 e rs8050136). Quadro A. Gréfico de
discriminacdo alélica SNP rs9939609. Em vermelho estdo amostras homozigotas (genétipo A/A); em
verde, amostras heterozigotas (gendétipo A/T) e em azul, amostras homozigotas (genétipo T/T).
Quadro B. Gréfico de discriminacao alélica SNP rs80501136. Em vermelho estdo amostras
homozigotas (gendtipo A/A); em verde, amostras heterozigotas (gendtipo A/C) e em azul, amostras
homozigotas (gendtipo C/C). Quadro C. Gréfico de amplificacdo dos alelos: Gendtipo C/C
(rs8050136). Verifica-se a amplificacdo somente para o alelo C (azul escuro). Quadro D. Gréfico de
amplificacédo dos alelos: Genotipo A/C (rs8050136). Verifica-se a amplificacdo de ambos os alelos, A
(vermelho) e C (azul escuro). Quadro E. Grafico de amplificacdo dos alelos: Genoétipo A/A. Verifica-se
a amplificacdo somente do alelo A (vermelho).



ANEXO II

Quadro 1. Polimorfismos do gene ABCC8 reportados em associagdo com o DM2 e fenétipos relacionados
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Localizagdo no gene | Nome usual dbSNP ID Variante Associacéo Referéncias
ABCCS8
Exon 18 ou Syn T759T rs1801261 A/G* Caucasianos UK DM2% (P=0,0008) INOUE et al., 1996
Exon 22 Syn T761T Caucasianos franceses DM2? (P=0,030) e OM (P=0,023) HANI et al., 1997
Caucasianos dinamarqueses DM2 (P<0,001)
Escandinavos aparentados DM2 (P<0,012) HANSEN et al., 1998
ALTSHULER et al., 2000
Intron 15 ou IVS15 -3 (-3c-->t) rs1799854 AIG* Caucasianos UK DM2 (P<0,0001) INOUE et al., 1996*
Intron 24* Intron 24 T/C Caucasianos holandeses DM2 (P=0,01) HART et al., 1999
Caucasianos filandeses DMG (P=0,024) e DM2 (P=0,009) RISSANEN et al., 2000
Francese DM2 (P=0,017)
Chineses DM2 (P= 0.007) MEIRHAEGHE et al., 2001
Japoneses DM2 (P=0.0073) Jl et al., 1998"
Chineses Han [I-2hPP] (P=0,005) YOKOI et al., 2006
Turcos DM2 (P<0,001) WANG et al., 2009
GONEN et al., 2012
Exon 31 Syn R1273R rs4148643 T/C* Caucasianos filandeses DMG (P=0,009) e DM2 (P=0,001) RISSANEN et al., 2000
Mexicanos americanos T [IJ] (P=0,043) e [I-2h] (P=0,0003)
Caucasianos franceses DM2 (P=0,0003) GOKSEL et al., 1998
Russos DM2 (P=1,95X10®)
Turcos DM2 (P<0,001) (REIS et al., 2000; RISSANEN et al., 2000) | REIS et al., 2000 CHISTIAKOV et
al., 2009
GONEN et al.,, 2012
IVS38+54 rs4148646 2-sided G/C* Caucasianos UK DM2 (P=0,0043) BARROSO et al., 2003
IVS18-36 rs4148628 Caucasianos UK DM2 (P=0,0163) BARROSO et al., 2003
Intron 11 IVS11-74 rs2074308 CIT* Caucasianos UK DM2 (P=0,0480) BARROSO et al., 2003 ODGEREL
Norte asiaticos DM2 (P=5x10"%) etal., 2012
Exon 14 K649 rs1799858 T/IC* Caucasianos UK DM2 (P=0,0157) BARROSO et al., 2003
Norte asiaticos DM2 (P=0,0022) ODGEREL et al., 2012
Exon 33 S1369A rs757110% CIA* Caucasianos UK DM2 (P=0,0048) BARROSO et al., 2003
Populacédo global DM2 (P < 0.0001) QIN,LV and HUANG, 2013
IMS-JST032704 rs2283257 T/C* Japoneses DM2 (P<0,01) DAIMON et al., 2003
Promotor 2240C>T rs3758947 G/A Finlandese DM2 (P=0,007) KILPELAINEN et al., 2007

* Alelo de risco/nao risco reportado

2-sided = Bidirecional: indica SNPs testados com teste bidirecional porque previamente o alelo de risco foi dificil de determinar para SNPs ambiguos (tais como C/G) ou o SNP mostrou evidéncia de
associagdo com ambos os alelos em diferentes estudos.

T SNPs nao sinénimos

T SNPs em r* > 0,8 com outro SNP genotipado

Q: Estes artigos reportaram a como: variante T761T no exon 22

V: Estes artigos reportaram a como: variante -3c-->t no intron 24

AbreviacOes: IVS: sequéncia variante intronica; UK: Reino Unido; DM2: diabetes tipo 2; OB: obesidade morbida; [I-2hPP]: concentracdes plasmaticas de insulina 2 horas pés prandial; [1J]:
concentragdes plasmaticas de insulina em jejum; [I-2h]: concentracdes plasmaticas de insulina 2 horas ap6s sobrecarga com glicose;

Fonte: Adapatado de (WILLER et al., 2007)
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Quadro 2. SNPs no gene SLC2A2 reportados em associagdo com o DM2 e fenétipos relacionados
Alelo de risco/nao risco reportado
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Localizagdo no gene | Nome usual dbSNP ID Variante Associacéo Referéncias
SLC2A2
Taql rs6785803" 2-sided C/G* Britanicos DM2 (P<0,03) ALCOLADO, BARONI and Li, 1991
Intron 5 IVS5-15 rs5406" 2-sided A/G* Caucasianos UK DM2 (OR= 1,44 e P=0,0117) (BARROSO et al., 2003)
Exon 5 T198 rs5404 2-sided T/C* Caucasianos UK DM2 (OR= 1,39 e P=0,0318) BARROSO et al.,2003
Preditor de progresséo individuos obesos finlandeses
intolerantes a glicose para DM2 LAUKKANEN et al., 2005
Exon 3 T110l rs5400* 2-sided A/G* Caucasianos UK DM2 (OR= 1,49 e P=0,0059) BARROSO et al.,2003
Preditor de progresséo individuos obesos finlandeses
intolerantes a glicose para DM2 LAUKKANEN et al., 2005
Filandeses DM2 (P=0,014 e 0,01)
Europeus CT (P=3,57X10®) e LDL-C (P=4,22X10 WILLER et al., 2007 e GAULTON et al., 2008
Europeus risco diminuido de nefropatia (P=0,016) IGL et al., 2010
VIONNET et al., 2006
Exon 10 Phe497 rs5398 2-sided A/G* indios Pima DM2 YASUDA and SEINO, 1994
Promotor (-149) -461A>C rs5393 C/IA Preditor de progresséo individuos obesos finlandeses | LAUKKANEN et al., 2005
-149A>C intolerantes a glicose para DM2
Promotor (-122) -434C>T rs5394 T/IC Preditor de progresséo individuos obesos finlandeses | LAUKKANEN et al., 2005
-122C>T intolerantes a glicose para DM2
1069-566A>T, rs11920090" TIA Europeus nao diabéticos GJ (P=3,3X10°) DUPUIS et al., 2010
170717521T>A, Dinamarqueses alelo A DAC (P = 0,0004) BORGLYKKE et al., 2012
32248A>T,
77212667T>A
170724210C>T, rs10513684 Europeus CT (P=2,91X107) e LDL-C (P=1,98X107) IGL et al., 2010
25559G>A,
613-316G>A,
77219356C>T

2-sided = Bidirecional: indica SNPs testados com teste bidirecional porque previamente o alelo de risco foi dificil de determinar para SNPs ambiguos (tais como C/G) ou o SNP mostrou evidéncia de
associacdo com ambos os alelos em diferentes estudos.

T SNPs nao sindnimos

T SNPs em r* > 0,8 com outro SNP genotipado: rs5400 com rs6785803 e rs5406; rs11920090 com rs5400
Abreviagdes: IVS: sequéncia variante intrénica; DM2: diabetes tipo 2; CT: colesterol total; HDL-C: HDL-colesterol; GJ: glicemia em jejum; DAC: doenca cardiovascular

Fonte: Adapatado de(WILLER et al., 2007)
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QUADRO 3. SNPs no gene ADRA2A reportados em associagdo com o DM2 e fenétipos relacionados
Localizagdo no gene | Nome usual dbSNP ID Variante Associacéo Refréncias
ADRA2A
Dral RFLP d/D Alelo d em hipertensos caucasianos 4 HbA1C (3,4 | MICHEL et al., 1999
vs 3,9%, P=0,0237) e 4 CT (212 vs 229, P=0,0333)
Regido intergénica a | 113042093T>G, rs10885122 GIT Dinamarqueses ndo DM de meia idade alelo G | BOESGAARD et al., 2010
0,2 Mb de distancia | 63846557T>G (alelo maior proporcéo) { secrecdo de | em resposta
do gene ADRA2A TTOG (P=0,0001)
Europeus ndo DM alelo G ( alelo maior proporcdo) | DUPUIS et al., 2010
TGJ (P=9,7X10%)
Europeus ndo DM com risco T para DM2 conversio | WAGNER et al., 2009
de P-lem I3
Suecos de meia-idade piora da glicemia em 10 anos
RESTROM et al., 2011
Regido 3'UTR *427A>G, rs553668 AIG I modesta | e DM2 ROSENGREN et al., 2010
112839579A>G, UK DM2 (P=0,007) e TGJ (P=0,011 no limite da | TALMUD etal., 2011
63644043A>G, significancia)
7790A>G USA T PA induzido por FINLEY et aI., 2004
30 = etnias TPA induzido por estresse SMALL et al., 2006
Chineses Han DM2 com IMC <25 kg/m® (P=0,03) Lletal, 2012
Caucasianos com AA TGJ e piora da GJ e secregéo
de | depois de 6 anos BOetal., 2012
M-A vérias populacdes separadas por etnia DM2
CHEN et al., 2013
112831787A>G, rs17186196 UK TGJ e THOMA-IR (P<0,03 para todos) TALMUD et al., 2011
63636251A>G
112834632T>C, rs491589 UK TPresséo sistélica e diastdlica (P=0,002) TALMUD et al., 2011
2843T>C,
63639096 T>C
-1183A>G, rs36022820 UK IMC (P=0,009) TALMUD et al., 2011
112836572A>G,
4783A>G,
63641036A>G
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AbreviacOes: CT: colesterol total; DM; diabetes mellitus; I: insulina; TTOG: teste de tolerancia oral a glicose; GJ: glicemia em jejum; DM2: diabetes tipo 2; P-I: pré-insulina; 1J: insulina em jejum; IMC:
indice de massa corpérea; M-A: meta andlise; HOMA-IR: homeostatic model assessment — insuline resistence.

Fonte: Autor, 2014
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Variabilidade de genes associados ao Diabetes tipo 1 e 2 e biomarcadores de controle
glicémico

Pesquisador: Marciane Welter

Area Tematica:

Versado: 4

CAAE: 05335612.4.0000.0102

Instituigio Proponente: Universidade Federal do Parana - Setor de Ciéncias da Saude/ SCS

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 170.094
Data da Relatoria: 05/12/2012

Apresentagdo do Projeto:
Este projefo & descrito como um estudo caso-controle no qual sera avaliada a frequéncia da variabilidade de
genes associados ao Diabetes tipo 1 e 2 na populagéo brasileira.

AMOSTRA
360 individuos (n=360), classificados em diabéticos tipo 1 (Grupo DM1, n=120), tipo 2 (Grupo DM2, n=120)
e individuos saudaveis, com idade entre 18 e 80 anos, sem diabetes (Grupo Controle, n=120), ser&o

estudados.

Objetivo da Pesquisa:
OBJETIVO GERAL
Estudar as variagbes genéticas associadas ao Diabetes tipo 1 e 2 e correlacionar com biomarcadores de

controle glicémico, perfil lipidico e fungéo renal.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar as frequéncias genotipicas e alélicas de variagdes genéticas associadas ao diabetes (tipo 1 e 2)
em uma amostra da populacéo brasileira.

Correlacionar as variagdes genéticas, identificadas nos grupos estudados, com biomarcadores de controle
glicémico, perfil lipidico e fungéo renal.

Relacionar as variagdes genéticas em estudo com as caracteristicas clinicas dos pacientes

Enderego: Rua Padre Camargo, 280

Bairro: 2% andar CEP: 80.060-240

UF: PR Municipio: CURITIBA

Telefone: (41)3360-7259 E-mail: cometica.saude@ufpr.br
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estudados.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

N&o havera risco para o sujeito de pesquisa, pois ndo sera realizado nenhum procedimento especifico neste
projeto de pesquisa. O sujeito da pesquisa podera experimentar apenas um desconforto comum originario
da metodologia de coleta (ex.: picada de agulha). Sera utilizado o material que foi, previamente, coletado
para os demais exames de rotina realizados no Hospital de Clinicas da UFPR aos cuidados da Dra.
Rosangela R. Réa.

Como beneficios, os autores informam que a identificagdo de um marcador poderé contribuir para um maior
conhecimento do perfil genético da populagédo estudada e, com isso, um melhor entendimento da patologia
em destaque. Ainda, segundo os autores sdo poucos os estudos estudos com este enfoque descritos na
populagao brasileira e o achado de SNPs apresentando alta frequéncia associados ao diabetes e a
obesidade, nesta populagdo, podera mudar a realidade atual trazendo mais informagdes, beneficios e
estimulando politicas de saude publicas neste pais.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

As técnicas de mapeamento genético abriram a era da identificagdo de genes de suscetibilidade as
doencas. A fonte mais abundante de variagdo genética no genoma humano é representada pelo
polimorfismo de unico nucleotideo (Single Nucleotide Polymorphism, SNP), o qual pode ser responsavel
pelas diferengas inter-individuais em feno6tipos complexos. A pesquisa de novos biomarcadores associados
a risco/protegao para o diabetes e suas complicagdes pode oferecer aos afetados um diagnostico precoce,
melhor identificagdo do prognostico e resposta terapéutica eficaz. Neste contexto, a proposta de estudar a
variabilidade de genes e suas relagdes com o diabetes e outros marcadores ja estabelecidos, objetiva
ampliar o conhecimento dos processos fisiopatolégicos associados ao Diabetes mellitus.

As amostras de sangue e os dados dos sujeitos de pesquisa poderédo ser utilizados em pesquisa
complementares futuras, conforme consentimento dos sujeitos de pesquisa (TCLE, Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido), pois estardo armazenadas com todo o cuidado no biorrepositério do
laboratério aos cuidados do prof. Dr. Geraldo Picheth. Os sujeitos ter&o total liberdade de escolha, caso

queiram deixar colaborar com a pesquisa.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Todos os documentos exigidos foram anexados e as pendEncias apontadas foram atendidas no TCLE.
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Recomendagodes:

Trata-se de biorrepositério.

Solicitamos que sejam apresentados a este CEP, relatérios semestrais sobre o andamento da pesquisa,
bem como informagdes relativas as modificagdes do protocolo, cancelamento, encerramento e destino dos
conhecimentos obtidos, através da Plataforma Brasil - no modo: NOTIFICACAO.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacodes:

Pendéncias atendidas.

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

E obrigatério trazer ao CEP/SD uma coépia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido que foi
aprovado, para que seja carimbado com a data de aprovagdo por este CEP.

O TCLE devera conter duas vias, uma ficara com o pesquisador e uma copia ficard com o participante da
pesquisa (Carta Circular n°. 003/2011CONEP/CNS).

CURITIBA, 12 de Dezembro de 2012

Aldindie foby Bouse
O

isjinador por:
Claudia Seely Rocco

(Coordenador)
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ANEXO VI
Planilha de coleta de dados
Caracterizacdo do paciente Data
Registro do HC: A
Nome:
Dados Clinicos
N Dados Obs.
1 Idade ( ) anos
2 Peso ( ) Kg
3 Altura ( )cm
4 Etnia (1) = Euro brasileiro
(2) = Afro brasileiro
(3) = indio
(4) = Oriental
5 Tipo de diabetes (1) =tipo 1 (2) =tipo 2
Tempo de inicio: anos
6 Presséao arterial (PA) ( , ) mmHg
Medicamentos para pressao:
7 Tabagismo (1) = Nunca fumou
(2) = Ex-fumante
(3) = fumante
8 Historico de obesidade (1) =sim (2) =néo
pessoal
9 Historia familiar de diabetes Pais: (1) =sim (2) =nao

Avés: (1) =sim  (2) =ndo
Demais familiares : (1) =sim (2) = néo
Quais:

10 Histéria familiar de DAC

Pais: (1) =sim (2) = né&o

Avos: (1) =sim  (2) = ndo

Demais familiares : (1) = sim (2) = nédo
Quais:

11 Historia familiar de doenga
tireoideana

Pais: (1) =sim (2) = néo

Avos: (1) =sim  (2) = ndo

Demais familiares : (1) = sim (2) = nédo
Quais:

12 Medicamentos

Descrever:
Hipolipemiante:
Tiredide:
Hipoglicemiante:
Insulina:

13 Exames

Glicemia de jejum:
TOTG:

Perfil:
Pés-prandial:

Hb glicada:
Creatinina:
Microalbumindria:
TSH:

aTG:

aTPO:

Outros:

14 Outras patologias

Doencas autoimunes: (1) = Sim (2) = Nao

15 Outras observagdes




