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RESUMO

O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) é uma doencga crénica em que a hiperglicemia é o
principal sintoma, esta comumente associada a resisténcia ao horménio insulina, e
afeta cerca de 90-95% de todas as pessoas com diabetes. No DM2 ocorre inflamagao
crbnica leve que esta associada com resisténcia a insulina. Como um importante fator
transcricional de inflamag&o, o fator nuclear kappa B (NFkB) esta diretamente
relacionado com a patogénese do DM. Além disso, a interagédo de NFkB e o inibidor
alfa do fator nuclear kappa B (IkBa) € fundamental para resisténcia a insulina. Os
genes que codificam a proteina de ligagao 2 da proteina quinase 1 ativadora do fator
transformador de crescimento 3 (TAB2) e o pequeno modificador semelhante a
ubiquitina 4 (SUMO4) estdo envolvidos na regulacdo do NFkB, podendo assim
estarem associados ao DM2. Alguns pesquisadores ja relacionaram polimorfismos no
gene SUMO4 ao DM2 em populagdes asiaticas. O objetivo deste trabalho foi avaliar
se o0s polimorfismos rs237025 (A>G ou M55V), rs237027 (C>T), rs7896 (C>G) e
rs6942381(G>C) dos genes TAB2/SUMO4 estdo associados ao DM2, em uma
populagdo Sul Brasileira, predominantemente Euro-brasileira (85%). Este estudo
caso-controle foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal do Parana
sob o numero CAAE: 01038112.0.0000.0102. Foram incluidos no estudo 275
individuos, classificados como controle (sem DM, n=135) e grupo DM2 (n=140),
pareados por género e idade. O DNA (20 ng/ulL) extraido por salting-out, foi utilizado
para as genotipagens com sondas fluorescentes (Tagman SNP genotyping assay,
Applied Biosystems) em sistema de PCR em tempo real (7500 Fast real-time PCR
(Applied Biosystems). Parametros laboratoriais como a glicemia de jejum e HbA1c,
entre outros ensaios de rotina foram quantificados em sistema automatizado LabMax
400. A mediana para os grupos controle (46 anos; M/F, 47/88) da HbA1c 5,4% (5,2-
5,6%) é diferente (P<0,001) do grupo DM2 (50 anos; M/F, 51/89) que apresenta
controle glicémico inadequado com HbA1c 7,5% (6,1-8,8%). Todos os polimorfismos
em estudo estdo no equilibrio de Hardy-Weinberg. As frequéncias alélicas e
genotipicas nao foram diferentes para todos os polimorfismos nos grupos em estudo
(P>0,05). Para os grupos controle e DM2, respectivamente, os alelos de menor
frequéncia (MAF) para o rs237025 (Alelo-G), foi 45,6% (95%IC, 40-51) e 48,2%
(95%IC, 42-54); rs237027 (Alelo-T), 15,6% (95%IC, 11-20) e 10,7% (95%IC, 7-14);
rs7896 (Alelo-G), 22,2% (95%IC, 17-27) e 21,4% (95%IC, 17-26); e rs6942381 (Alelo-
C), 47,8% (95%IC, 42-54) e 50,4% (95%IC, 45-56). As frequéncias MAF dos
polimorfismos observadas neste estudo sido similares aquelas apresentadas por
Europeus (Ensembl). Os polimorfismos em estudo nao foram associados ao DM2 na
populacdo Euro-brasileira em estudo e os alelos para os polimorfismos rs237025,
rs237027, rs7896 e rs6943281 dos genes TAB2/SUMO4 apresentaram frequéncias
similares a populacéo Europeia.

Palavras-chave: SUMOilacao; caucasianos; Diabetes mellitus tipo 2; SUMO4



ABSTRACT

Type 2 diabetes mellitus (T2DM) is a chronic disease in which hyperglycemia is the
main symptom, commonly associated with resistance to the hormone insulin, and it
affects approximately 90-95% of all people with diabetes. In T2DM, there is a low-
grade chronic inflammation associated with insulin resistance. As an important
transcriptional factor of inflammation, nuclear factor kappa B (NFkB) is directly related
to the pathogenesis of DM. Moreover, the interaction between NFkB and the nuclear
factor kappa B inhibitor alpha (IkBa) is fundamental to insulin resistance. The genes
encoding the transforming growth factor beta-activated kinase 1 (TAB2) binding
protein 2 and the small ubiquitin-like modifier 4 (SUMO4) regulate NFkB and may thus
be associated with T2DM. Some researchers have already linked polymorphisms in
the SUMO4 gene to T2DM in Asian populations. This study aimed to evaluate whether
the polymorphisms rs237025 (A>G or M55V), rs237027 (C>T), rs7896 (C>G), and
rs6942381 (G>C) in the TAB2/SUMO4 genes are associated with T2DM in a southern
Brazilian population, predominantly Euro-Brazilian (85%). This case-control study was
approved by the Ethics Committee of the Federal University of Parana under the
number CAAE: 01038112.0.0000.0102. A total of 275 individuals were included,
classified into control (without diabetes, n=135) and T2DM (n=140) groups, matched
by gender and age. The DNA (20 ng/uL) extracted by the salting-out method was used
for genotyping with fluorescent probes (TagMan SNP genotyping assay, Applied
Biosystems) in a real-time PCR system (7500 Fast Real-Time PCR, Applied
Biosystems). Biomarkers such as fasting glucose and HbA1c, among other routine
assays, were quantified using the automated LabMax 400 system. The median HbA1c
for the control group (46 years; M/F, 47/88) was 5,4% (5,2-5,6%), which was
significantly different (P<0,001) from the T2DM group (50 years; M/F, 51/89), which
exhibited poor glycemic control with an HbA1c of 7,5% (6,1-8,8%). All studied
polymorphisms were in Hardy-Weinberg equilibrium. Allele and genotype frequencies
did not differ significantly for any polymorphisms between the studied groups (P>0.05).
For the control and T2DM groups, respectively, the minor allele frequencies (MAF)
were as follows: rs237025 (Allele-G), 45,6% (95%Cl, 40-51) and 48,2% (95%Cl, 42—
54); rs237027 (Allele-T), 15,6% (95%CI, 11-20) and 10.7% (95%CI, 7-14); rs7896
(Allele-G), 22,2% (95%CI, 17-27) and 21,4% (95%Cl, 17-26); and rs6942381 (Allele-
C), 47,8% (95%Cl, 42-54) and 50,4% (95%CI, 45-56). The MAF frequencies
observed in this study are similar to those reported in European populations
(Ensembl). The polymorphisms studied were not associated with T2DM in the Euro-
Brazilian population, and the allele frequencies for the polymorphisms rs237025,
rs237027, rs7896, and rs6942381 in the TAB2/SUMO4 genes were similar to those of
the European population.

KEY WORDS: SUMOylation; caucasian; Type 2 diabetes mellitus; SUMO4
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1. Introdugao

A prevaléncia da diabetes mellitus tipo 2 (DM2) atingiu propor¢des epidémicas
e estima-se que afete mais de 537 milhdes de pessoas em todo o mundo. No Brasil,
1 em cada 10 adultos vive atualmente com diabetes (IDF 2021). O DM2 se manifesta
através do desenvolvimento de hiperglicemia em jejum e pods-prandial, que é o
principal contribuinte para a indugao de inumeras complicagdes e comorbidades com
risco de vida (Suwazono et al. 2009). A etiologia da hiperglicemia no DM2 é um
processo multifatorial complexo (Rizza 2010). No entanto, pode ser resumido para
deficiéncias progressivas na sensibilidade a insulina (ou seja, resisténcia a insulina)
e uma falha correspondente das ilhotas pancreaticas em manter a producao
adequada de insulina para compensar o declinio na sensibilidade a insulina (ou seja,
falha das ilhotas) (Kahn, Cooper, and Del Prato 2014).

Pacientes com DM2 sao caracterizados, em sua maioria, por serem obesos ou
apresentarem maior percentual de gordura corporal, distribuida predominantemente
na regiao abdominal. Nessa condi¢cdo, o tecido adiposo promove a resisténcia a
insulina por meio de varios mecanismos inflamatérios, incluindo aumento da liberagao
de acidos graxos livres (AGL) e desregulagao da adipocina (Schwartz et al. 2016).

Embora o estilo de vida e a alimentagao altamente caldrica paregam ser os
fatores patogénicos desencadeadores, elementos genéticos tambéem estéo
envolvidos na patogénese do DM2. Histérico familiar positivo confere um risco 2,4
vezes maior de DM2. Aproximadamente 15-25% dos parentes de primeiro grau de
pacientes com diabetes tipo 2 desenvolvem tolerancia a glicose prejudicada ou
diabetes (Pierce, Keen, and Bradley 1995).

Acredita-se que varios genes estejam envolvidos, cada um produzindo um
pequeno efeito no risco de DM2 (Ahlqgvist, Ahluwalia, and Groop 2010). Polimorfismos
genéticos que afetam proteinas importantes que participam do metabolismo da
glicose e da secrecdo de insulina também podem afetar a suscetibilidade ao DM2
(Prokopenko, McCarthy, and Lindgren 2008). Estudos de genes candidatos e de
associacdo ampla do genoma (GWAS - Genome-Wide Association Studies)
revelaram genes associados a inflamacgao e as vias imunoldgicas (Hotamisligil 2017).
GWAS também revelou genes envolvidos em vias de sinalizagao inflamatéria, dentro

de ilhotas enddcrinas pancreaticas, adipécitos ou mais sistemicamente na
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fisiopatologia da sindrome metabdlica que leva ao DM2, como genes envolvidos na
regulacéo do fator nuclear kappa B (NFkB - Factor Nuclear kappa B) (Shungin et al.
2015), bem como na sua ativagao (Locke et al. 2015).

Dois estudos relataram evidéncias independentes implicando o /ocus
TAB2/SUMO4 na suscetibilidade ao DM por meio de um mecanismo bioquimico que
envolve NF-kB (Guo et al. 2004; Bennett et al. 1995). O gene SUMO4 esta localizado
inteiramente dentro do 6° intron do gene TABZ no cromossomo 6925 (Bohren et al.
2004). A proteina alfa inibidora do NFkB (IkBa - nuclear factor of kappa light
polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor alpha), um regulador negativo de NF-
kB, € um substrato para SUMO4 (Guo et al. 2004). Além disso, o produto do gene
TABZ regula indiretamente a ativagdo da c-Jun N-terminal quinase (JNK - c-Jun N-
terminal Kinase) e NF-kB em resposta a estimulagdo da interleucina 1 (IL-1 -
InterLeukin 1) por meio de sua interagdo com a proteina quinase 1 ativada por TGF-
beta (TAK1 - TGF-beta Activated Kinase 1) (Takaesu et al. 2000; Kanayama et al.
2004).

Desta forma, neste estudo avaliamos o papel dos polimorfismos rs6942381,
rs237027, rs237025 e rs7896 localizados na regidao dos genes TAB2/SUMO4 na

populacéo euro brasileira com DM2.
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2. Revisao da literatura

2.1. Diabetes mellitus (DM)

Diabetes mellitus (DM) € um grupo de disturbios metabdlicos do metabolismo
de carboidratos em que a glicose é subutilizada como fonte de energia e
superproduzida devido a gliconeogénese e glicogendlise inadequadas, resultando em
hiperglicemia (Sacks et al. 2023).

O DM é uma das doengas de emergéncia global que mais tem crescido no
mundo no século 21. Em 2021, a Federacgao Internacional de Diabetes (IDF) estimou
que até 2045 havera 783 milhdes de pessoas entre 20 e 79 anos diagnosticadas com
a doencga, isso corresponde a um crescimento global de 46% no numero de
diagnodsticos. Até 2045, espera-se um crescimento de 50% no numero de casos de
diabetes na América Latina. O Brasil encontra-se em 6° lugar no ranking mundial de
paises com maior numero de pacientes com a doencga entre adultos de 20 a 79 anos.
Espera-se que em 2045 o numero de brasileiros diagnosticados chegue a 23,2
milhdes de pessoas (IDF 2021). Projeta-se um gasto de cerca de 97 bilhdes de
dolares até 2030 com o tratamento do diabetes e suas complicagbes, em um pior
cenario esse custo podera chegar a 123 bilhdes de dolares (Bommer et al. 2018).

A classificagdo da doenga leva em consideracdo metabolismo, genética e
outras caracteristicas fisiopatologicas e é dividida em quatro grupos como observado
no quadro abaixo (ADA 2024).

Quadro 1 - Classificagdo do Diabetes mellitus

Diabetes mellitus tipo 1 (DM1) Destruigao autoimune das células 3
pancreaticas. Pode ser subdividida em:
1A. Imunomediada
1B. Idiopatica

Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) Perda progressiva da secrec¢ao
adequada de insulina pelas células 8
pancreaticas associada a uma
resisténcia a insulina e sindrome
metabdlica.

Diabetes mellitus gestacional (DMG) Diagnosticada até o terceiro trimestre
de gestagao sem indicio prévio da
doenca.

Tipos especificos de outras causas - Resultado de doengas pancreaticas
(pancreatite, fibrose cistica)

- Induzidas por drogas
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- Sindromes de diabetes monogénicas
(como diabetes neonatal e diabetes de
inicio da maturidade dos jovens)

Fonte: Adaptado ADA, 2024

O diagnostico do DM é baseado em critérios de alteracdo das concentragdes
plasmaticas de glicose. Além dos exames laboratoriais recomendados, a Sociedade
Brasileira de Diabetes (SBD) inclui como critério diagndstico sintomas clinicos que o
paciente possa apresentar como poliuria, polidipsia, polifagia e perda de peso
espontanea associada a uma glicose casual acima de 200 mg/dL. Na auséncia de
hiperglicemia inequivoca, o diagnostico requer dois resultados alterados obtidos ao
mesmo tempo ou um parametro alterado em dois momentos diferentes. Os critérios

laboratoriais de diagnéstico podem ser encontrados no quadro abaixo (ADA 2024).

Quadro 2 - Critérios de diagndstico para o Diabetes mellitus

Glicose em jejum 2 126 mg/dL (7,0 mmol/L).
Define-se jejum a auséncia de ingestao caldrica pelo periodo de no
minimo 8h;
ou
Glicose apos sobrecarga de 75 g de glicose: 1h 2 209 mg/dL (11,6
mmol/L) e 2h 2 200 mg/dL (11,1 mmol/L).

O teste é realizado segundo os critérios da OMS, usando uma
sobrecarga de glicose equivalente a 75 g de glicose anidra diluida em
agua;
ou
Hb1Ac 2 6,5% (48 mmol/mol).

O teste deve ser realizado com o método padronizado e certificado pelo
NSGP e padronizado pelo DCCT;
ou
Glicose casual 2 200 mg/dL (11,1 mmol/L).

Deve ser realizada em pacientes com sintomas classicos de
hiperglicemia ou em crise hiperglicémica.

OMS: Organizagdo Mundial de Saude; NSGP: National Glycohemoglobin Stardardization Program;
DCCT: Diabetes Control and Complications Trial
Fonte: Adaptado ADA, 2024; Bergman et al, 2024

A correta identificagdo no diagnostico da doencga influencia no tratamento
direcionado ao paciente e as complicagdes que o paciente a longo prazo possa vir a
desenvolver (Gross et al 2002). Essas complicagdes crénicas relacionadas a doenca

afetam cerca de 56% dos pacientes diagnosticados e existem correlagdes
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significativas em relagdo a idade, indice de Massa Corporal (IMC) e o tempo de
diagnostico e duragao da doencga (Kolaric et al 2022).

O gerenciamento do controle glicémico exerce papel fundamental no
desenvolvimento de complicagcbes microvasculares, uma vez que, as altas
concentragbes de glicose afetam vasos de diferentes tipos de tecidos. As
complicagdes microvasculares incluem nefropatia, retinopatia e neuropatia periférica
diabética. O desenvolvimento dessas complicagdes microvasculares € um fator de
risco importante para doengas macrovasculares, como infarto agudo do miocardio,
insuficiéncia cardiaca, aterosclerose e acidentes cerebrovasculares (Geiss et al.
2014).

A nefropatia diabética € a principal causa de doenca renal crdnica, decorrente
de complicacbes microvasculares nos rins, que podem evoluir para insuficiéncia renal.
Segundo a ADA, pacientes diabéticos sao diagnosticados com nefropatia quando
apresentam uma taxa de filtracdo glomerular estimada < 60 ml/min/1,73 m? e
albuminudria aumentada (= 30 mg/g de creatinina) persistente por mais de trés meses
(Bhatti et al., 2022; Cole, Florez, 2020).

A neuropatia diabética, por sua vez, afeta frequentemente os membros
inferiores, causando sintomas como formigamento, dorméncia e perda sensorial
devido a destruicao do sistema nervoso periférico e autbnomo (Bhatti et al. 2022).
Essa condicdo aumenta o risco de desenvolvimento de Ulceras e infeccbes nos pés,
que podem evoluir para amputagdes (Cole, Florez, 2020).

As complicacbes do diabetes s&o as principais responsaveis pela
morbimortalidade entre os pacientes com a doenga (Cole, Florez, 2020). Em 2019,
estima-se que aproximadamente 4,2 milhdes de mortes de adultos com diabetes
ocorreram, sendo a maioria atribuida a eventos cardiovasculares associados a
doenca (IDF 2019; SBD 2019-2020; Kleinberger, Pollin 2015).

A hiperglicemia persistente, principal fator no desenvolvimento de suas
complicagdes associadas, aumenta as concentracdes plasmaticas de produtos finais
de glicagdo avangada (AGEs - Advanced Glycation End Products). Esses compostos
ativam diversas vias de transducdo de sinal ao se ligarem ao receptor RAGE
(Receptor for Advanced Glycation End Products). O acumulo excessivo de AGEs,
promovido pelas intensas reagdes de glicaggo em um ambiente com alta
concentragéo de glicose, leva a superativagao do receptor RAGE (Figura 1).(Kalea,
Schmidt, Hudson 2009; Kislinger et al. 1999).
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Figura 1 — Influéncia da interagdo AGE-RAGE na inflamagé&o e no estresse oxidativo no diabetes
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A ligagao de AGE ao seu receptor RAGE estimula diversas cascatas de sinalizagao intracelular, como
as vias JAK/STAT (D), NADPH oxidase (E), MAPK/p38 (A), ERK 1 e ERK 2 (C), JNK (B). Essas vias
levam a ativacao de fatores de transcricdo, como NFkB e ISRE, promovendo o aumento da expresséao
de mediadores pro-inflamatérios e a geragcéo de espécies reativas de oxigénio (EROs).

Adaptado de Zhou e colaboradores (Zhou et al. 2024)

A ativagcdo do receptor RAGE por AGE desencadeia multiplas vias de
sinalizacdo intracelular, incluindo MAPK/p38, SAPK/JNK (proteina quinase ativada
por stress/ c-Jun N-terminal quinase), ERK1/2 (quinase regulada por sinal extracelular
1/2) e JAK/STAT (Janus quinase/transdutor de sinal e ativador de transcrigdo). Por
um lado, a interagcdo AGE-RAGE regula a expressao e atividade de diversos fatores
de transcricdo, com destaque para o NFkB, considerado o mais relevante. A ligagéo
de AGE-RAGE ativa moléculas de sinalizagdo a jusante, como p38, MAPK e JNK,
culminando na ativacdo do NFkB. Uma vez ativado, o NFkB transloca-se para o
nucleo, onde modula a expressdo de genes relacionados a inflamacgao, apoptose
celular e citocinas, como TNF-a (Fator de necrose tumoral a), IL-1B (Interleucina-1p)
e IL-6 (Interleucina-6), promovendo respostas inflamatdrias, morte celular e danos
teciduais. Além disso, a ativacdo da via AGE-RAGE também induz a geracao de
estresse oxidativo, estimulando a produgéo de espécies reativas de oxigénio (EROs)
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por meio de diferentes mecanismos, como a ativacdo da NADPH oxidase, disfuncao
mitocondrial e aumento da expressdo da proteina NOX. As EROs intensificam o
estresse oxidativo intracelular, desestabilizando o equilibrio redox e causando danos
oxidativos e desnaturacdo celular. Esse aumento no estresse oxidativo também
intensifica as respostas inflamatdrias e os danos teciduais no diabetes, principalmente
por meio da ativagcado da via NFkB e da expressdo de mediadores inflamatérios,
criando um ciclo vicioso. A ativagao sustentada de fatores de transcricdo, como NFkB,
STAT3 (Transdutor de sinal e ativador de transcricdo 3), HIF-1a e AP-1 (Proteina
ativadora 1), perpetua essas respostas, contribuindo para a progressdo das

complicagdes associadas ao diabetes (Zhou et al. 2024).

2.2. Diabetes mellitus tipo 2

O DM2 ¢ o tipo mais prevalente de diabetes, correspondendo a cerca de 90-
95% dos casos diagnosticados (ADA 2024). No Brasil, a prevaléncia estimada do DM2
€ de 9,2%, variando de 6,3% na regido Norte a 12,8% na regido Sudeste (Muzy et al.
2021).

O DM2, geralmente acompanhado por outras manifestacdes da sindrome
metabdlica, € uma doenga metabdlica complexa com multiplos mecanismos
subjacentes nao totalmente compreendidos, enquanto a resisténcia a insulina e a
disfungdo das células B sdo dois mecanismos fisiopatolégicos principais (Mulder
2017; Festa et al. 2000).

Obesidade, envelhecimento, sedentarismo, disfungéo de células 3, acumulo de
lipidios no tecido, estresse oxidativo, estresse do reticulo endoplasmatico em células
B e inflamacdo do tecido sdo os fatores mais comumente conhecidos ligados a
resisténcia a insulina e progressao para o DM2 (Goldfine, Fonseca, Shoelson 2011).

A inflamacao persistente e o aumento do estresse oxidativo desempenham
papéis cruciais no desenvolvimento da resisténcia a insulina, o que, por sua vez,
contribui para a hiperglicemia. Paralelamente, os niveis elevados de glicose
promovem a geracao de radicais livres, desencadeando inflamagao crénica. Essa
interacao entre inflamagao, estresse oxidativo, resisténcia a insulina e hiperglicemia
cria um ciclo vicioso, que intensifica os danos metabdlicos e aumenta o risco de

complicagdes associadas ao diabetes (Figura 2) (Weinberg et al 2024).
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Figura 2 - O ciclo vicioso de inflamagao e hiperglicemia.

Complicagbes
diabéticas

Ainflamacgéo e o estresse oxidativo contribuem para a resisténciaa insulina, levando a hiperglicemia.
Paralelamente, os altos niveis de glicose desencadeiam inflamagé&o cronica. Este ciclo vicioso aumenta
o risco de complicagdes relacionadas ao diabetes.

Adaptado de Weinberg et al (2024)

Na resisténcia a insulina, os tecidos-alvo do horménio, como tecido adiposo
branco, musculo esquelético e figado (Chawla, Nguyen, Goh 2011), tornam-se menos
sensiveis a sua acao, mesmo sob concentragées normais de glicose sérica. Esse
estado reduz o efeito antilipolitico da insulina, favorecendo a sintese de triglicerideos
no figado. Além disso, a resisténcia a insulina esta associada a uma maior liberagao
de AGL, que podem ser absorvidos por diferentes érgaos e se acumular como gordura
ectdpica, especialmente em locais como figado e coragédo (Gaggini et al. 2013). A
resisténcia ainsulina é um disturbio multifatorial, envolvendo alteragcdes como defeitos
na transdugéao de sinal do receptor de insulina e disfungao mitocondrial (Abdul-Ghani,
DeFronzo 2010; Ahn et al. 2014), disfung&o microvascular (Muris et al. 2013; Karaca
et al. 2014) e inflamacao (Shoelson, Lee, Goldfine 2006; Cai 2013; Kdnner, Brining
2011). A obesidade, caracterizada por um estado de inflamacao crénica de baixo grau
induzida pelo excesso de alimentagcdo, € um dos principais fatores de risco para
resisténcia a insulina (Mohanraj et al. 2013; Daniele et al., 2014; Osborn, Olefsky
2012).

Na obesidade, o acumulo de lipidios nos adipdcitos ativa vias de sinalizagao
como JNK e NFkB, levando a um aumento na produgéao de citocinas proé-inflamatdrias,
incluindo TNF-a e IL-6 (Shoelson, Lee, Goldfine 2006; Sharma et al. 2013). O tecido
adiposo, além de ser um importante local de resisténcia a insulina induzida pela

obesidade, e influencia o figado e musculos a liberagao de citocinas, como adipocinas
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e TNF-a (Shoelson, Lee, Goldfine 2006; Ramadori, Kroy, Streetz 2015). Dentre os
varios tipos celulares do tecido adiposo, adipécitos e células imunes, como
macroéfagos e células dendriticas (DCs), tém papel de destaque na conexdo entre
inflamacao e resisténcia a insulina, reforcando o papel inflamatério da obesidade
nesse contexto (Shoelson, Lee, Goldfine 2006).

A patofisiologia multifatorial do DM2 destaca o papel proeminente de diversas
citocinas pro-inflamatérias, como IL-13, TNF-a e IL-6. Essas citocinas, liberadas
principalmente pelo tecido adiposo, promovem inflamag¢do nao apenas no proprio
tecido, mas também nas células B das ilhotas pancreaticas, culminando na resisténcia
a insulina (Zhao, Feng, Chen 2006; Tilg, Moschen 2008; Ehses et al. 2009).

Altas concentragcdes de glicose (Maedler et al. 2003) e AGLs estimulam a
producao de IL-1[ e de outras citocinas pro-inflamatorias dependentes de IL-13 (Boni-
Schnetzler et al. 2008, 2009). Uma vez induzida, a IL-1[ regula sua prépria produgao
nas ilhotas pancreaticas por meio de um mecanismo de autoestimulacdo (Akash et
al. 2012). Além disso, a secrecao de IL-1[ pelas células 3 eleva a produgéo de oxido
nitrico, 0 que reduz os niveis de ATP mitocondrial, causando disfungédo celular e
diminuindo de secrecgéao de insulina (Arafat et al. 2007; Yang et al. 2010).

O TNF-a é amplamente reconhecido como um elemento central na conexao
entre inflamacgao e resisténcia a insulina, ao modular as vias IKKB/NFkB e JNK,
ambas relacionadas a resisténcia a insulina (Tilg, Moschen 2008). No tecido adiposo,
a superproducao de TNF-a induz inflamacgao e morte celular nas ilhotas pancreaticas,
exacerbando a resisténcia a insulina nos tecidos periféricos (Rosenvinge et al. 2007).
Embora o papel da IL-6 no DM2 seja considerado complexo e, por vezes, controverso,
estudos experimentais demonstram que essa citocina induz resisténcia a insulina em
tecidos periféricos (Féve, Bastard 2009; Akash et al. 2012), além de contribuir para a
apoptose de células B em sinergia com outras citocinas inflamatérias (Akash et al.
2012; Pradhan et al. 2001). A IL-6 também inibe proteinas de sinalizagao citocinica,
agravando a disfungao metabdlica (Pradhan et al. 2001). Devido a esses efeitos
prejudiciais, a IL-6 € considerada um fator de risco independente, bem como um
marcador patogénico para a resisténcia a insulina e a progressao do DM2 (Tilg,
Moschen 2008).

A resisténcia a insulina nos tecidos periféricos esta associada a diversas vias
metabdlicas que induzem inflamacao e ativagdo de quinases de estresse, como a

quinase inibidora do fator nuclear-kappa B (IKKB) e a JNK, ambas fundamentais na



27

patogénese do DM2 (Figura 3) (Shoelson, Lee, Goldfine 2006). A IKKB estimula a
ativacao do NFkB, que promove a producao de citocinas proé-inflamatérias, como
TNF-a e IL-1B3, principalmente no figado e tecido adiposo. Essas citocinas intensificam
a resisténcia a insulina em tecidos periféricos (Arkan et al. 2005).

Por outro lado, a JNK ativa fatores de transcricdo, como ATF2 e ELK1,
desempenhando um papel crucial na resposta inflamatéria e na progressao do
diabetes (Solinas, Karin 2010). Durante a obesidade, caracterizada como uma
condicao inflamatoria cronica de baixo grau, os niveis elevados de citocinas e AGLs
ativam a JNK em diferentes tecidos. Essa ativacdo esta associada a resisténcia a
insulina induzida pela obesidade e a redugao na secregdao compensatoria de insulina,
caracteristicas marcantes do DM2. Além disso, a hiperglicemia também contribui para
a ativagao da JNK (Yung, Giacca 2020).

O NFkB, um fator de transcricao composto por proteinas da familia Rel, como
p65/RelA, RelB, c-Rel, p50/p105 e p52/p100, regula genes relacionados a produgao
de citocinas e a resposta inflamatdria. Sob condicdées normais, o NFkKB é mantido
inativo no citoplasma, ligado as proteinas IkB, impedindo sua translocagédo para o
nucleo. No entanto, estimulos patologicos, como obesidade e hiperglicemia, ativam o
complexo IKK, composto pelas subunidades IKKa e IKKB, promovendo a fosforilacdo
de IkBa nos residuos de serina 32 e 36. Essa modificagdo induz a degradagao de
IkBa, liberando o NFkB para translocar-se ao nucleo, onde regula positivamente
genes relacionados a mediadores inflamatérios, como TNF-a, IL-13 e IL-6 (Figura 3)
(Yin, Yamamoto, Gaynor 1998; Lee, Lee 2014).
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Figura 3 - Vias metabdlicas que conectam a inflamacgéao a resisténcia a insulina
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NFxB é um fator de transcricdo composto por proteinas da familia Rel, como p65/RelA ep50/p105. Em
condicdes normais, ele permanece no citoplasma, ligado a proteina |kB, o que impede sua
translocagéo para o nucleo. Entretanto, diante de estimulos patogénicos, como os observados em
individuos obesos e com DM2, incluindo AGE, AG, TNF-a, IL-13, o complexo IKK, composto por duas
subunidades (IKKa e IKKB) é ativado. Isso leva a fosforilagdo e degradacdo de IkBa, expondo a
sequéncia de localizagdo nuclear do NFkB, que migra para o nucleo e ativa genes que codificam
mediadores inflamatoérios (TNF-a, IL-1B e IL-6. A ativagao do complexo IKK é frequentemente mediada
por outro conjunto de quinases. O eixo AGE-RAGE, por exemplo, desencadeia estresse oxidativo via
NADPH oxidase e inflamagéo através das vias MAPK (ERK1/2 e p38), ativando fatores de transcrig&o
como o proprio NFkB. Esse fator de transcri¢&o, por sua vez, forma um Joop positivo que aumenta a
expressdo de RAGE, sustentando a ativagao das vias intracelulares e seus efeitos. Acidos graxos
saturados, que estdo elevados na obesidade, ativam TRL4, o que estimula o compleco IKK por meio
da via MyD88/IRAK/TRF6. De maneira semelhante, a ligacdo IL-1 e TNF-a aos seus respectivos
receptores ativa a via TAK1 via interagédo com TAB2 e TAB3. A ativagéo das vias JNK e NFkB resulta
na fosforilagdo da serina do IRS-1 ou IRS-2, bloqueando a sinalizag&o da insulina e contribuindo para
a resisténcia a insulina. Além disso, as vias JNK e NFkB também aumentam a producéo de citocinas
pré-inflamatérias, que reforgam a ativacdo dessas mesmas vias. O TNF-a, em particular, promove
resisténcia a insulina ao estimular a lipdlise em adipécitos, ativando as vias JNK e IKKB/NFkB, que
intensificam a fosforilagao de serina/treonina do IRS-1. Ja a IL-6 induz a resisténciaa insulina ao
reduzir a expressao de GLUT-4 e IRS-1, ativando a via JAK-STAT e aumentando a expressao de
SOCS3, um inibidor da sinalizagdo da insulina.

Adaptado de Dai e colaboradores (2012),Chen e colaboradores (2015), Muthyalaiah e colaboradores
(2021)

A interacdo AGE-RAGE ativa diversas vias de sinalizagcao intracelular. A
ativacao do RAGE intensifica a atividade da NADPH oxidase, resultando na producéao
de espécies reativas de oxigénio (EROs) intracelulares. Esse aumento nas EROs, por
sua vez, desencadeia a ativagdo de varias vias de sinalizagdo a jusante, incluindo
MAPs (quinases ativadas por mitdgenos), ERK1 e ERK2 ativadas por Ras, SAPK
(proteina quinase ativada por estresse), JNK, MAP quinase p38, GTPase/Rac1-
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Cdc42, PI3K (fosfatidilinositol 3 quinase), PKB ou AKT (proteina quinase B) e JAK-
STAT (Janus quinase e transdutor de sinal ativador de transcri¢do). Essas vias
culminam na ativacao de diversos fatores de transcricao nuclear, como NFkB, AP-1
(proteina ativadora 1) e o STAT3 (transdutor de sinal e ativador de transcrigdo 3)
(Zong, Ward, and Stitt 2011; Lander et al. 1997; Fages et al. 2000; Leclerc et al. 2007;
Taguchi et al. 2000; Yeh et al. 2001).

Os acidos graxos saturados podem se ligar ao receptor TLR4 (Toll-Like
Receptor 4) ativando suas vias de sinalizacdo. (Pal et al. 2012; Huang et al. 2012).
Tanto os acidos graxos saturados quanto os lipopolissacarideos (LPS) utilizam vias
de sinalizagdo comuns mediadas por TRL4, envolvendo os seguintes mecanismos:
as vias MyD88/IRAK/TRAF6 (resposta de diferenciagdo mieloide primaria 88/quinase
associada ao receptor de interleucina 1/fator 6 associado ao receptor de TNF) que
levam a ativacao da IKK. A fosforilagdo da subunidade IKKa pela quinase IkB,
resultando na degradacédo de |IkB e permitindo que o NFkB transloque-se para o
nucleo, onde se liga ao DNA e regula a expressao de genes pré-inflamataérios. E a via
da PI3K/PKB, levando a ativacdo de NFkB. A PKB pode aumentar a atividade
transcricional de NFkB por meio da fosforilagdo direta de RelA independente da
degradacao de IKKa. Essas vias resultam na amplificagdo da resposta inflamataria,
mediada principalmente pelo fator de transcricdo NFkB (Sizemore et al. 2002;
Sizemore, Leung, and Stark 1999; Madrid et al. 2000; Madrid et al. 2001; Koul et al.
2001).

A interacdo de IL-1 e do TNF-a com seus respectivos receptores ativa o
complexo da quinase TAK1 (Proteina quinase 1 ativada por fator de crescimento
tumoral). Esse complexo é composto pela quinase TAK1 e trés subunidades
reguladoras: TAB1 (Proteina ligadora 1 da TAK1) que regula diretamente a atividade
catalitica da TAK1, TAB2 (Proteina ligadora 2 da TAK1) e TAB3 (Proteina ligadora 3
da TAK1) que atuam na ativagcdo da TAK1 por meio de sua ligagéo a ubiquitina. Esse
mecanismo desempenha um papel crucial na transducao de sinais inflamatérios e na
ativacao de vias de sinalizagao a justante (Dai et al. 2012). A ligagcao da IL-1 ao seu
receptor ativa a TAK1 por meio de uma via comum que envolve as quinases
associadas ao receptor de interleucina-1, IRAK1 e IRAK4. Essas quinases recrutam
o TRAF6 e seus cofatores, incluindo a Ubc13 (Enzima conjugadora de ubiquitina 13)
e Uev1a (Variante 12 da ubiquitina E2). De maneira semelhante, o TNF-a ativa a TAK1
por meio de um mecanismo mediado pelo TNFR (receptor de TNF-a), que interage
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com a RIP1 (Proteina quinase 1 associada ao receptor) e TRAF2. A ativagado das
atividades de ubiquitina ligase de TRAF2 e TRAF6, em conjunto com as proteinas
acessorias Ubc13 e Uev1a, resultam na geracao de cadeias de poliubiquitina ligadas
a lisina 63. Essas cadeias se associam as proteinas adaptadoras TAB2 e TAB3, que
facilitam a ativacdo de TAK1. Uma vez ativada, a TAK1 transduz o sinal para o NFkB
desencadeando as respostas inflamatérias. (Sizemore et al. 2002; Sizemore, Leung,
and Stark 1999; Madrid et al. 2000; Madrid et al. 2001; Koul et al. 2001).

As citocinas proé-inflamatérias TNF-a, IL-1B e IL-6, cuja producéo é regulada
pela ativagao do NFkB, também sao capazes de estimular tanto o NFkB quanto a JNK
por meio de mecanismos de retroalimentagao positiva, envolvendo seus respectivos
receptores (TNFR, IL1R e IL6R) (Donath and Shoelson 2011; Shoelson, Lee, and
Goldfine 2006). Além dessas vias, AGLs e AGEs contribuem para a resisténcia a
insulina e o desenvolvimento do DM2 por meio da ativagdo de receptores TLRs e
receptores RAGE (Shi et al. 2006). Esses estimulos extracelulares interagem com
receptores de superficie celular, ativando vias intracelulares que convergem para as
cascatas JNK e NFkB. Essa ativacdo ocorre em tecidos como o figado e tecidos

adiposos, promovendo a produgdo aumentada de TNF-a, IL-1p, e IL-6 (Sabio et al.

2008). Além disso, a hiperglicemia e a superprodugao de IL-1B em células B das
ilhotas pancreaticas ativam diretamente o NFkB. O bloqueio dessa ativagao,
utilizando antagonistas do receptor IL-1Ra de origem natural, tem demonstrado
proteger as células 3 contra diversos efeitos deletérios (Akash et al. 2012; Eldor et al.
2006).

A ativacéo persistente de fatores de transcricdo, como NFkB, JNK e MAPK,
desempenha um papel central na regulagcdo negativa da via de sinalizagdo da
insulina, resultando no desenvolvimento de resisténcia a insulina (He et al. 2022),
conforme mostrado na Figura 3. Especificamente, a ativacdo de NFkB (Hayden and
Ghosh 2014) e JNK (Sutherland, McKinley, and Eckel 2004) promove a fosforilagcao
em residuos de serina no IRS1 (Substrato do receptor de insulina 1), o que
compromete a transducéo do sinal de insulina e contribui para o estabelecimento da
resisténcia a insulina. Além disso, o NFKB exerce um papel essencial na regulagao
da expressao génica, influenciando particularmente genes como GLUT2 (GLUcose
Transporter-2), que é fundamental para a secregcdo de insulina das células

(Ganesan, Ramkumar, and Xu 2020).
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A IL-6, secretada por diversos tecidos, especialmente pelo tecido adiposo,
contribui a resisténcia a insulina ao reduzir a expressao do transportador GLUT-4
(GLUcose Transporter-4) e do IRS-1. Esses efeitos sdo mediados pela ativagao da
via de sinalizacdo JAK-STAT e pelo aumento da expressao da proteina SOCS3
(proteina supressora da sinalizagao das citocinas 3) (Lukic et al. 2014; Serrano-Marco
et al. 2012) (Figura 3). Além disso, IL-6 induz a resisténcia a insulina ao bloquear a
via da PI3K, comprometendo a sintese de glicogénio por meio da regulagéo negativa
do microRNA-200s (miR-200s) e da regulagéo positiva a do cofator de GATA2 (Dou
et al. 2013; Yin et al. 2014). Também foi proposto que a resisténcia a insulina no
musculo esquelético esta associada a estimulagao da IL-6, que induz a expressao do
gene do receptor TLR-4 por meio da ativagdo de STAT3 (Kim et al. 2013).

O TNF-a, uma € uma citocina proé-inflamatéria originada do tecido adiposo,
promove a resisténcia a insulina ao intensificar a lipdlise nos adipécitos e aumentar
a fosforilacdo de serina/treonina do IRS-1 (Shoelson, Lee, and Goldfine 2006;
Hotamisligil 2000). Diversas vias de sinalizagédo, incluindo a via IKKB/NFKB,
desempenham um papel crucial na patogénese da resisténcia a insulina (Figura 3)
(Kahn, Hull, and Utzschneider 2006; Zhou and You 2014). Estudos indicam que o
TNF-a pode aumentar a captacédo de glicose em adipdcitos viscerais e subcutaneos
ao ativar a via da AMPK (Proteina quinase ativada por adenosina monofosfato).
Contudo também desencadeia resisténcia a insulina em adipécitos viscerais por meio
da ativacao da JNK1/2. Dado o impacto especifico do TNF-a nos diferentes depdsitos
adiposos na captagao de glicose, estratégias para tratar a resisténcia a insulina
focada na modulagdo dessa sinalizagdo estdo sendo desenvolvidas (Fernandez-
Veledo et al. 2009).

Acredita-se que a SUMOilagado no DM2 afete a secrecdo de insulina, a
exocitose granular e a insensibilidade a insulina (Hu et al. 2022). Trata-se de uma
modificagdo poés-traducional (PTM) essencial, na qual proteinas sdo conjugadas a
pequenas proteinas modificadoras semelhantes a ubiquitina (SUMO — Small Ubiquitin
like Modifier) em cadeias laterais de lisina. As proteinas submetidas a SUMOilagao
nao apenas sao modificadas de forma reversivel, mas também sao protegidas da
degradacao proteossdmica induzida por ubiquitina. Isso ocorre, porque tanto a SUMO
quanto a ubiquitina competem pelo mesmo residuo de lisina no substrato (Guo and
Henley 2014). Quando a conjugagao da proteina é realizada com SUMO, a ligagéao

com a ubiquitina é impedida, evitando assim sua degradagéao (Yang et al. 2017).
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A familia SUMO, composta por proteinas encontradas em mamiferos, inclui
cinco isoformas: SUMO1, SUMO2, SUMO3, SUMO4 e SUMOS5. O SUMO2 e SUMO3
apresentam 95% de similaridade estrutural entre si, mas compartilham apenas 45%
de similaridade com SUMO1. Por sua vez, SUMO4 exibe 86% de similaridade com
SUMOZ2/3. Apesar da semelhancga estrutural, estudos indicam que essas proteinas
possuem diferentes localizagbes no organismo, sugerindo que desempenhem
fungdes distintas (Bursomanno et al. 2015).

O SUMO4 demonstrou suprimir a transcricdo de NFkB (Guo et al. 2004) ao
regular negativamente sua atividade transcricional. Esse efeito ocorre por meio da
conjugacao de SUMO4 com IkBa, prevenindo sua degradacédo induzida (Figura 3)
(Wei et al. 2008; Desterro, Rodriguez, Hay 1998). Além disso, SUMO4 atua como
antioxidante, protegendo as células [ pancredticas contra danos oxidativos e

promovendo a sua sobrevivéncia (Guo et al. 2004).

2.2.1. Genética do DM2

O DM2 tem um componente genético significativo, com heranga estimada entre
20% e 80%, cujas evidéncias sao recuperadas de varios estudos populacionais,
familiares e baseados em gémeos (Meigs, Cupples, and Wilson 2000; Poulsen et al.
1999). Mais de 100 Joci genéticos ligados a um risco elevado de DM2 foram
identificados e relatados por meio de estudos de associagdo em todo o genoma
(GWAS) (Udler et al. 2018). Esses loci sao responsaveis por aproximadamente 10%—
15% da predisposicao genética a doenga e participam de varias vias biolégicas que
incluem fungao das células 3, secrecao de insulina e resisténcia a insulina (Ali 2013).

Devido ao fato de NFkB influenciar significativamente o desenvolvimento de
DM2 (Akash, Rehman, and Chen 2013), genes envolvidos na sua regulagcéo (Shungin
et al. 2015), bem como na sua ativacao (Locke et al. 2015) tem despertado interesse.
Dois estudos relataram evidéncias independentes implicando os genes TABZ2 e
SUMO4, localizados no cromossomo 6 na regiao 6925, na suscetibilidade ao DM por
meio de um mecanismo bioquimico que envolve NFKB (Guo et al. 2004; Bennett et
al. 1995).

O gene TAB2 é codificado por sete exons, abrangendo 94 kb (Owerbach, Pin3,
and Gabbay 2004) (Figura 4). O gene TABZ2 codifica a proteina TAB2 envolvida na

sinalizagao celular das vias de inflamagao, resposta ao estresse e imunidade inata.
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Sua principal fungéo € a ativagdo da TAK1, proteina quinase que regula a via do NFkB
(Figura 4) (Dai et al. 2012).

O gene SUMO4, constituido por apenas um unico éxon, esta localizado no
intron 6 do gene TAB2 e abrange 688 bp, codifica a proteina de mesmo nome

composta por 95 aminoacidos (Figura 4) (Bohren et al. 2004).

Figura 4 - Localizacao dos polimorfismos da regido dos genes TAB2/SUMO4

( Gene TABZ \l
PROMOTOR 1 2 3 4 5 G 7 TERMINADOR
rs6942381 15237027 rs7896
G>C C>T C>G
v
f Gene SUMO4 \I
PROMOTCR REGIAQ CODIFICADORA - EXON 1 TERMMADOR

rs237025

A>G

O polimorfismo rs6942381 estalocalizado no intron 1, 0 rs237027 estalocalizado no intron 5 € 0 rs7896
esta localizado no éxon 7 do gene TAB2. Ja o rs237025 esta localizado no uUnico éxon que o gene
SUMO4 possui, que também ¢é a regido codificadora da proteina.

Fonte: Adaptado de Ensembil, Lopes, M 2020

Associacbes de mapeamento de polimorfismos para SUMO4 e na regiao ao
seu redor foi reportada com o DM1 (Owerbach, Pina, and Gabbay 2004; Guo et al.
2004) e DM2 (Noso et al. 2007; Ji, Dai, Xu 2010). O polimorfismo rs237025 localizado
no éxon 1 de SUMO4 (Figura 4) possui uma Unica alteragao de um par de bases (A
— G) que causa uma mudanca de aminoacido de metionina (M) para valina (V) na
posicao 55 (M55V) da proteina formada. Este polimorfismo foi fortemente associado

ao DM1; além disso, tem um potencial variante ‘causal’, ja que a substituicdo M55V
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pareceu influenciar a atividade do NFkB (Guo et al. 2004; Wang and She 2008).
Posteriormente, esta observacgao inicial foi um assunto de intenso debate por causa
da falha em replicar a associacao em diversas populagcdes caucasianas (Zhang et al.
2017; Smyth et al. 2005; Kosoy,Concannon 2005; Qu et al. 2005). Desde o estudo
inicial, o polimorfismo também foi associado a complicagbes diabéticas (Lin et al.
2007; Rudofsky et al. 2008). Esses estudos forneceram evidéncias inequivocas que
apoiam uma funcéao critica do SUMO4 em muitas doencas inflamatorias.

Outros polimorfismos que se encontram em alto desequilibrio de ligacao (D’ >
0,92),como 0rs237027 (C>T), rs6942381 (G>C) e rs7896 (G>C) localizados no intron
5, no intron 1 e no éxon 7 de TABZ2 respectivamente, foram associados ao DM1
(rs6942381 e rs237027) (Owerbach, Pina, and Gabbay 2004).

Dois estudos mostraram que o polimorfismo rs237025 ou de um polimorfismo
proximo com alelos em forte desequilibrio ligagdo com rs237025, afeta o risco de DM1
nas populagdes dos EUA e do Reino Unido. Contudo, Owerbach e colaboradores
(2004) associaram o risco ao alelo A e Guo e colaboradores (2004) ao alelo G. Além
disso, Kosoy e Concannon ndo conseguiram replicar esta associagdo na populagéo
americana. Embora Guo e colaboradores (2004) relataram aumento da atividade
transcricional de NFKB em associacdo com o alelo G, nenhuma variacao significativa
especifica do alelo em tal atividade foi observada no estudo de Bohren e
colaboradores (2004).

Uma meta-analise concluiu que individuos portadores do alelo G do
polimorfismo rs237025 do gene SUMO4 podem ser mais suscetiveis ao DM2 na
populagédo chinesa (Li et al. 2017). Contudo, nao foi encontrado estudos brasileiros

com estes quatro polimorfismos.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo geral

Investigar a variabilidade genética na regido dos genes TAB2/SUMO4 em
individuos com DM2 e seus respectivos controles saudaveis de uma populacao

majoritariamente euro-brasileira do sul do Brasil.

3.2. Objetivos especificos

e Determinar as frequéncias genotipicas e alélicas para os polimorfismos
rs6942381, rs237027, rs237025 e rs7896 de TAB2/SUMO4 em individuos
euro-brasileiros saudaveis e com DM2.

e Determinar a concentragao sérica de biomarcadores de perfil glicémico, perfil
lipidico, perfil nutricional, fungao renal nos grupos controle e DM2.

e Buscar correlacdo da variabilidade genética encontrada na populagao
estudada com dados antropométricos e perfil bioquimico, através de analises
estatisticas, para determinar se aregiao do gene TAB2/SUMO4 esta associada
ao DM2.

4. Resultados e Discussao (Artigo para submissao)
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ABSTRACT

Type 2 diabetes mellitus (T2DM) is a chronic disease in which hyperglycemia is the main
symptom. This disease has an important genetic influence and a single nucleotide
polymorphism (SNP) can influence the condition and its consequences. Several genes have
already been associated with diabetes such as SUMO4 m the Asian population. This project
aimed to study if there was an association between T2DM and SNP on the T4B2/SUMO4 gene
region in euro-Brazilian population. The rs6943281(G>C), 15237027 (C>T), 13237025 (G>A),
137896(C>G) were selected. This case-control study was approved by the Federal University
of Parana’s Ethics Committee under the CAAE number: 01038112.0.0000.0102. A total of 275
individuals (135 control and 140 diabetic patients) were included in the study. Anthropometric
data and blood samples were collected from both groups. The DNA was extracted from the
buffy coat and then genotyped using real-time PCR on Tagman technology. The serum was
used to determine the biomarkers using Labmax 400. It was considered statistically significant
p<0,05. As expected, the glycated hemoglobin for the control group (46 years; M/F; 47/88) and
T2DM group (50 years; M/F; 51/89) was statistically different (p<0,001). All SNPs were in
Hardy-Weinberg equilibrium. All the allelic and genotype frequencies for all polymorphisms
were similar for both groups. For control and T2DM, respectively, the minor allelic frequency
for 15237025 (G allele) was 45,6% (95%CT, 40-51) and 48,2% (95%CT1,42-54); 1s237027 (T-
allele) was 15,6% (95%CL11-20) and 10,7% (95%CI,7-14); 157896 (G-allele) 22.2%
(95%CT,17-27) and 21,4% (95%CI,17-26) and 156942381 (C- allele) was 47,8% (95%CT42-
54) and 50,4% (95%C1,45-56). In conclusion, none of these polymorphisms were associated
with the susceptibility to developing type 2 diabetes mellitus.

KEYWORDS: Type 2 diabetes, SUMO4, SUMOylation, caucasian
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Introdugio

A Federagio Internacional de Diabetes (IDF), em seu ultimo senso realizado em 2021,
informou que no mundo um em cada dez adultos (20-79 anos) tem diabetes. Nesse mesmo
ano, o nimero de pacientes com a doenca diagnosticada totalizava 537 milhoes de pessoas e
o gasto global com o tratamento desses pacientes chegou a 966 bilhdes de dolares. A
estimativa & que até 2045 o nlimero de diagnosticos cresca 46% e na Ameérica Latina o nlumero
de casos duplique. No ranking, o Brasil se encontra em 6° lugar entre os paises com maior
niumero de adultos com a doenga, e em 2045 espera-se que 23,2 milhdes de brasileiros tenham
diabetes (ADA 2024). Um estudo realizado pela Global Economic Burden of Diabetes in
Adults estima que o Brasil tenha uma despesa de 97 bilhdes de dolares com o tratamento de
pacientes diabéticos até 2030. Num pior cenario, esse custo pode chegar a 123 bilhdes de
dolares (Bommer et al 2018).

O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) é um grupo de desordens metabolicas do metabolismo do
carboidrato que tem como principal caracteristica a hiperglicemia (ADA 2024). E uma doenca
complexa e de carater poligénico em que a hiperglicemia cronica pode resultar em resisténcia
a insulina e esta associado a obesidade (Piché, Tchernof, Després 2020). Fatores genéticos
estdo associados ao DM2 e varios genes e polimorfismos ja foram associados a
susceptibilidade e a progressdo a doencga, especialmente genes envolvidos nas fungoes
especificas das ilhotas pancreaticas (Akhlaghipour et al 2022). Um exemplo ¢ o gene
TCF7L2, que desempenha um papel crucial na regulagido da secregdo de insulina e no
metabolismo da glicose (Geoghegan et al 2019; Krentz, Gloyn 2020) O gene MTNRIB esta
associado a hiperglicemia em jejum, secrecdo reduzida de insulina e aumento do risco de
DM2. O gene SLC3048 é responsavel por controlar a homeostase do zinco, essencial para a
fungéio e sobrevivéncia das células B, além de estar envolvido na sintese, armazenamento e
estabilidade da insulina, protegendo as células contra o estresse oxidativo. Por fim, alteracdes
no gene PAM resultam em uma capacidade reduzida das células f de mobilizar insulina em
resposta a glicose (Eizirik, Pasquali, Cnop 2020; Krentz, Gloyn 2020). O gene SUMO4 tem
despertado o interesse de pesquisadores em diversas populacdes devido a sua associagdo com
o DM2 (Li etal 2017).

O gene SUMO4 (OMIN 608829) codifica proteinas da familia SUMO (Small Ubiquitin-like
Modifier), cuja funcdo é a SUMOilagdo, essencial para manutencido da homeostase celular
(Cheng et al 2023). Esse gene esta localizado no cromossomo 6, na regido 6425, no intron 6
do gene TARB2, esse que é indispensavel para a ativacio das células 3, e desempenha um papel
crucial na resposta de anticorpos especificos para antigenos e possui um papel importante no
processo inflamatorio (Woods et al 2022; Yang et al 2021; Zaliunas et al 2024). A proteina
SUMO é classificada como uma proteina de modificagdes pos-traducional, que sdo proteinas
que estdo relacionadas a estabilidade e localizacdo celular, transporte celular nicleo-
citoplasma, regulacdo de transcricdo génica, regulagéo do ciclo celular influenciando tanto
proliferagdo como apoptose (Hu et al 2022; Huang, Yang, Lin 2024). A atividade dessas
proteinas de modulagéo pos-traducional ocorrem principalmente em organelas de alta sintese
proteica, como o reticulo endoplasmatico, que € constantemente influenciado por fatores
fisiologicos e ambientais. Acredita-se que o estresse do reticulo endoplasmatico e o estresse
oxidativo sejam a resposta mais plausivel em relacdo aos efeitos que as PTM exercem sobre
o diabetes (Hu et al 2022).

A SUMOilagao € um mecanismo de modificagdo pos traducional que consiste na conjugagio
de uma proteina SUMO a um residuo de lisina na proteina alvo (Hajmrle et al 2014). Esse
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processo € reversivel, as proteinas sdo desumoiladas por proteases especificas
sentrina/proteases SUMO especificas (SENPs) (Lopes 2020). Alguns pesquisadores ja
relatam que a SUMOilacio é um processo que protege contra a apoptose em ilhotas
pancreaticas e que a regulagdo positiva de SENPs prejudica a fungio das ilhotas e sua
viabilidade (Hajmrle et al 2014). O processo de SUMOilacdo nas células  pancreaticas
importante para o crescimento e regulacao das células iniciais. Esse processo ocorre através
da proteina associada ao dominio da morte (Daxx). Daxx € induzida por moléculas de
interferon do tipo 1 (IFN-1) e interage com Pax5 para direciona-lo na via de ativagao ou
repressdo transcricional, regulando assim o desenvolvimento das células B. A proprio Daxx
pode sofrer SUMOilagéio e suprimi o crescimento das cé€lulas B iniciais. A SUMOilagédo de
Daxx nos residuos de lisina 630 ou 631 sdo importantes para a translocagdo nuclear em células
pro-P e supressdo da apoptose das células induzidas por IFN-1. Além dessa participagao, a
proteina SUMO age na regulagido das funcdes das células  maduras, células  do centro
germinativo e plasmocitos. A ligagao com SUMO regula a sinalizagdo do receptor de células
B (PCR), alguns estudos mostram que SUMO molda o limiar do sinal de BCR que implica na
tolerancia imunolégica e autoimunidade (Huang, Yang, Lin 2024).

Figura 01: Mecanismo de SUMOilacdo
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A SUMO ¢ sintetizada na sua forma inativa. (1) Sdo ativadas através da atividade da SENP e (2) através de uma
reacdo ATP dependente se conjuga a enzima SAE1/SAE2. (3) A enzima Ubc9 E2 facilita a transesterificacao
da reacdo formando o complexo SUMO-Ubc9. (4) Através da enzima E3 ligase que catalisa a reacdo de
SUMOilacdo com a proteina alvo, (5) convertendo o conjugado em um complexo de SUMO-Alvo através da
ligacdo com o residuo de lisina do alvo. (6) A reacdo € reversivel, e SUMO pode ser removida do substrato
através da SENP. Fonte: Adaptado Wild, 2024

Alguns polimorfismos, como o rs237025, promovem uma substitui¢io de uma metionina por
uma valina na proteina SUMO formada (Guo et al 2004). Essa substituicio modifica a
proteina e o sitio de fosforila¢do, importante para a estrutura conformacional e atividade dessa
proteina. Guo et al (2004) observaram wma importante redugéo na SUMOilagdo em pacientes
com diabetes tipo 1 que apresentavam essa alteragdo. Além disso, a presenca desse
polimorfismo pode acarretar num aumento da atividade de NFkB. Pesquisas, como a de
Owerbach et al. (2004), indicam que esse polimorfismo pode influenciar a apoptose de células
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B pancreaticas e ativar a via do NFkB. O estudo mostra que alteragdes no gene SUMO4 foi
associado a um aumento na atividade do NFkB, uma vez que essa troca pode interferir na
capacidade do SUMO de se ligar a IkBa (Inhibitor of Kappa Ba). O SUMO liga-se a IkBa
mantendo esse fator inativo no citoplasma e com isso regula a atividade de fatores do NFkB.
Fisiologicamente o NFkB estd envolvido em processos criticos como inflamagao,
sobrevivéncia celular, angiogénese e apoptose (Hwang et al 2012; Lin et al 2007; Hu et al
2022).

Varios estudos com populagdes asiaticas ja correlacionaram o polimorfismo no gene SUMO4
com a predisposi¢io ao desenvolvimento de DMI, e ele também foi associado a
susceptibilidade de desenvolver DM2 em populagdes chinesas, japonesas e turcas (Lin et al
2007; Sozen et al 2017). No entanto, pesquisas com pacientes de DM1 em populagdes ndo
asiaticas ndo enconfraram essa associacao, e ainda sdo escassos os estudos sobre DM2 fora
do contexto asiatico. Além disso, os polimorfismos na regido do gene SUMO4 foram
associados a algumas complicagoes comuns da doenga, como no estudo de Sinha et al (2016)
que relacionou o polimorfismo com a severidade do quadro de nefropatia diabética e Shimada
et al (2009) que encontrou associa¢do de doenca arterial coronariana em pacientes DM2.

Alguns autores sugerem que a regido do gene T4B2/SUMO4 estao envolvidos na patogenia
do diabetes e alguns dos polimorfismos dessa regido seriam o rs237025 e 0 1s237027 (Sun et
al 2016). Além disso, existe a hipotese de que essa regido estaria em desequilibrio de ligagdo
(Nosso et al 2007). Além dos polimorfismos citados acima, foram selecionados o 1s6942381
e 0157896 para o presente estudo.

Diante de resultados conflitantes na literatura, a influéncia do gene 74B2/SUMO4 continua a
ser um tema controverso entre os pesquisadores. Assim, este trabalho visa realizar uma
analise genotipica em um estudo caso-controle, focando em pacientes diagnosticados com
DM2 em uma populagdo do sul do Brasil, majoritariamente composta por euro-brasileiros.
Os polimorfismos 15237027, 15237025, rs7896 e 136942381, serdo avaliados neste estudo,
além de investigar se esses polimorfismos possuem influéncia nos niveis plasmaticos dos
biomarcadores utilizados para diagnostico e controle da doenca.

Materiais e Métodos
Amostras

O projeto de pesquisa tem aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa (CAAE:
01038112.0.0000.0102). Foram incluidos no estudo um total de 275 adultos, maiores de 18
anos que assinaram o termo de consentimento livie e esclarecido, de Curitiba e regido
metropolitana, no Estado do Parana.

Os participantes nao diabéticos sdao considerados aqueles que nao apresentavam condigodes
médicas relevantes, énfase em historico de doengas cronicas como doenga renal, doenga
cardiaca ou diabetes. As amostras de 135 individuos provenientes do Banco de Sangue do
Hospital de Clinicas da UFPR (HC-UFPR) foram utilizadas.

O critério de diagnostico de diabetes mellitus segue a diretriz da American Diabetes
Association (ADA 2024) e da Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD 2024). Resumidamente
uma glicemia em jejum > 126 mg/dL ou Hbl Ac > 6,5% ou glicose 2h apos sobrecarga de 75g
de glicose > 200 mg/dL. Foram selecionadas amostras de 140 pacientes com diagnostico de
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diabetes mellitus tipo 2 da Unidade de Diabetes do Servico de Endocrinologia e Metabologia
do HC-UFPR.

As amostras de soro (coletadas em tubo com gel separador SST IT Advance BD Vacutainer®)
e as amostras de sangue total (coletadas em tubo de EDTA K2 BD Vacutainer®) dos
participantes do estudo foram utilizadas para a determinagio dos biomarcadores. As amostras
que apresentavam ictericia, hemolise ou lipemia foram excluidas do estudo. Ja os dados
antropométricos foram obtidos através de entrevista com os participantes ou através do
prontuario médico.

Genotipagem

O método utilizado para extrair o DNA gendmico foi o salting our. Nesse processo sdo
extraidos leucocitos do buffy coat, camada de células brancas formada apos a centrifugacao
do tubo de EDTA K3, e as proteinas celulares sofrerem desidratagdo e precipitagdo em
solugio de cloreto de sodio saturada (Lahiri; Nurnberger,1991).

A quantificacdo do DNA foi realizada por espectrofotometria nos comprimentos de onda de
260 e 280nm (NanoDrop®, Thermo Scientific). Amostras com quantificagdes menores que
20ng/uL foram excluidas e/ou a razdo de pureza Aeo/Azso foram menores que 1,8 ou maiores
que 2,0 por caracterizarem amostras contammnadas. Todas as amostras de DNA foram diluidas
com agua ultrapura estéril para a concentracio final de 20ng/pL.

A genotipagem dos polimorfismos do gene TAB2/SUMO4 (rs237025, rs237027, 157896,
156942381) foram realizados por PCR em tempo real por sondas Taqgman SNP genotyping
assay (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), em que utiliza uma polimerase que cliva
as sondas oligonucleotidicas hibridizadas com o DNA alvo gerando um sinal fluorescente.

Biomarcadores

As dosagens dos parametros bioquimicos de fungio renal e nutricional, perfil lipidico e o
controle glicémico foram realizadas em sistema automatizado LabMax 400 (Labtest AS)
utilizando calibradores, controles e reagentes apropriados no Laboratorio de Bioquimica
Clinica da UFPR.

Os marcadores usados no estudo para controle glicémico foram a glicose e a hemoglobina
glicada (Hb1lAc), para fungido renal foram dosados uréia e creatinina, proteinas totais e
albumina como funcdo nutricional, além da dosagem do perfil lipidico composto pelo
colesterol total, HDL-colesterol, LDL-colesterol e triglicerideos para avaliagdo do risco
cardiovascular.

Analise estatistica

Para variaveis continuas a normalidade fo1 verificada com o teste Kolmogorov-Smirnov € nao
apresentaram distribuicio normal. Estas variaveis foram apresentadas como mediana e
intervalo interquartil (25%-75%) e comparadas com o teste U de Mann-Whitney. Variaveis
categoricas foram apresentadas como “n” e porcentagem (%) e comparadas com o teste de
Chi-quadrado.

O equilibrio de Hardy-Wemberg foi calculado através do programa DeFinetti
(http://ihg gsf.de/cgi-bin/hw/hwal.pl). Para as frequéncias alélicas foi calculado o intervalo
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de confianga de 95% (95%IC). Para comparagdes com outras populacoes, frequéncias acima
ou abaixo do 95%IC foram consideradas diferentes.

Os programas Statistica (Cloud Software Group, USA), data Science Workbench (version 14)
e GraphPad Prisma (version 10.0.0, GraphPad Spftware Group, USA) foram usados para
realizar as analises. A probabilidade menor que 5% (p<0,05) foi considerada significativa.

Resultados

Dados Antropomeétricos

As informacdes demograficas e clinicas séo representadas na tabela abaixo. Os grupos foram
pareados por género ¢ idade.

Podemos observar uma diferenca significativa em relacao aos dois grupos para o IMC
(p<0,001), assim como para o peso (p<0,001) e altura (p<0,001).

Dos pacientes do grupo DM2 que participaram da pesquisa, 65% apresentam histérico
familiar de diabetes (pais, irmaos ou avos) ja diagnosticados com a doenga. Além disso, dentre
as complicacOes relacionadas ao diabetes, 15% dos pacientes ja apresentam algum problema
de visdo, 10% apresentam alteracoes renais e quase 8% apresentam neuropatia diabética.
Ainda, mais de 70% dos pacientes apresentam hipertensao arterial.

Tabela 01: Dados antropométricos e clinicos do grupo controle e DM2

Parimetro Controle (n 135) DM2 (n 140) P
Idade (anos) 46 (43-51) 50 (43-54.5) 0,062*
Homens/Mulheres 47/88 51/89 0,802%*
Peso (kg) 74 (64-82) 80 (70-90) < 0,001
Altura (m) 1,65 (1,60-1,71) 1,60 (1,55-1,67) < 0,001
IMC 26,5 (23,6-29,7) 30,8 (26,7-35,6) < 0,001
Tempo de DM (anos) - 8 (4-12) .
Historico familiar DM (%) - 65 -
Hipertensao arterial (%) - 71,4 -
Retinopatia (%) - 15 -
Neuropatia (%) - 7.8 -
Nefropatia (%) - 10 -

LEGENDA: IMC: Indice de massa corporal (peso/altura?); DM: diabetes mellifus. Os resultados estdo apresentados como
mediana e intervalo interquartil (25%-75%) e o valor de p, probabilidade, teste U de Mann-Whitney. *Valor de p,
probabilidade, Chi®. Destacado em negrito p<0,05.

Pardmetros bioquimicos
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Os parametros de perfil glicémico foram diferentes entre os dois grupos estudados,
apresentando p<0,001 tanto para glicose como hemoglobina glicada.

As concentragdes dos parametros do perfil lipidico foram semelhantes para o colesterol total
(p=0,905) porém para o HDL- colesterol (p<0,001), LDL- colesterol (p=0,020) e
triglicerideos (p=0,023) foram diferentes.

Uma diferenca significativa também foi encontrada para ureia (p<0,001), creatinina
(p<0,001), proteina total (p<0,001) e albumina (p<0,001) entre os dois grupos analisados.

Na tabela abaixo encontram-se os resultados das concentracdes séricas dos biomarcadores
dosados nas amostras do grupo controle e do grupo diabético utilizado no estudo.

Tabela 02: Pardmetros bioquimicos dos grupos controle e DM2

Parimetros Controle DM2 P
Glicose (mg/dL) 96 (84-106) 127 (101-181) < 0,001
Hbl Ac (%) 5,4 (5,2-5,6) 7,5 (6,1-8,8) < 0,001
Colesterol total (mg/dL) 175 (159-197) 178,5 (152-216) 0,905
HDL-colesterol (img/dL) 54 (44-63) 40,5 (33-49) < 0,001
LDL-colesterol (mg/dL) 94 (82-113) 104 (84-131) 0,020
Triglicérides (mg/dL) 132 (88-176) 151,5(103,5-199,5) 0,023
Proteina total (/dL) 6.8 (6,59-7,22) 8,2 (7,59-8,86) <0,001
Albumina (g/dL) 3,9 (3,80-3,99) 4,1 (3,97-4,44) < 0,001
Uréia (mg/dL) 24 (21,0-28,0) 30- (25,5-36,5) < 0,001
Creatinina (mg/dL) 0,58 (048-0,70) 0,80 (0,70-0,98) < 0,001

LEGENDA: Os resultados estdo apresentados com mediana e intervalo interquartil (25%-75%) e o valor de p,
probabilidade, teste U de Mann-Whitney. Destacado em negrito p<0.05.

Analise molecular

A distribuigao genotipica para o 1s237025 nao apresentou diferenca significativa entre os dois
grupos estudados (p=0,593), nem entre os modelos recessivo ou dominante. No caso desse
polimorfismo, o alelo de menor frequéncia (MAF), G, ndo demostrou diferenga entre os
grupos (p=0,532). Analisando o 15237027, ambos os grupos nio apresentaram diferenga para
analise genotipica (p=0,089) quanto para o alelo T de menor frequéncia (p=0,092). O modelo
dominante (p=0,715) e recessivo (p=0,948) para o 157896 nao apresentaram diferenga entre
os grupos estudados. O ultimo polimorfismo estudado, 0rs6942381 nao apresentou diferenga
significativa entre os grupos estudados para nenhuma analise, genotipica (p=0,722) ou alélica
(p=0,595). Importante ressaltar que todos os genotipos se encontram em equilibrio de Hardy-
Weinberg.
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As frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos estudados (rs237025, rs237027,
137896, 156942381) dos dois grupos podem ser visualizados na tabela abaixo (Tabela 3).

Tabela 03: Frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos da regido do gene SUMO4 nos grupos

controle e DM2

Polimorfismos Genotipos Controle DM2 P
Alelos n (%) n (%)
rs237025 G>A AA 40 (29.6) 41 (29.3)
AG 67 (49.6) 63 (45,0) 0,593
GG 28 (20.8) 36 (25,7)
MAF Alelo G % 45.6 48.2 0,532
[95%IC] [40-51] [42-54]
Dominante AA vs AGHGG 40/98 41/99 0,956
Recessivo GG vs AGHAA 28/107 36/104 0,329
rs237027 C>T cC 95 (70.4) 113 (80,8)
CT 38 (28.1) 24 (17,2) 0,089
TT 2 (1,5) 3(2,0)
MAF Alelo T % 15,6 10,7 0,092
[95%IC] [11-20] [7-14]
Dominante CCys CI+TE 95/40 113/27 0,457
Recessivo TT vs CT+ CC 2/133 3/140 0,699
rs7896 C>G ce 81 (60,0) 87(62,2)
CcG 48 (35.5) 46 (32.,8) 0,885
GG 6 (4,5) 7(5.,0)
MAF Alelo G % 222 21.4 0,821
[95%IC] [17-27] [17-26]
Dominante CC vs CG+GG 81/54 87/53 0,715
Recessivo GG vs CG+ CC 6/129 7/133 0,948
rs6942381 G>C GG 37 (27.5) 37 (26,4)
CG 67 (49,6) 65 (46,4) 0,722
(@ 31(22,9) 38 (27,2)
MAF Alelo C % 47,8 50,4 0,545
[95%IC] [42-54] [45-36]
Dominante GG vs CGHCC 37/98 37/103 0,855
Recessivo CC vs CG+ GG 31/104 38/102 0,425

LEGENDA: Valores sdo reportados como n (%). P, probabilidade, Teste Chi* para os genétipos e frequéncia
alélica. 95%IC: 95% Intervalo confianca. Equilibrio de Hardy-Weinberg (valor p) para 15237025 para controles
(0,995) e DM2 (0,242), 15237027 para controles (0,406) e DM2 (0,218), rs7896 para controles (0,739) e DM2
(0,774) e rs6942381 para controles (0,949) e DM2 (0,218). MAF: sigla em inglés para alelo de menor frequéncia.

As analises alélicas e genotipicas foram comparadas com outras populagdes. Foi utilizado o
intervalo de confianca de 95% para essa analise e foram considerados semelhantes ao presente
estudo populagdes que apresentaram o MAF dentro desse intervalo.

Tabela 04 — Comparagdo alélica e genotipica da populagdo em estudo com outras populagdes para o 15237025

SUMO4, rs237025 Gendtipo (%) Alelo
_ MAF (%)
Grupo étnico Caracteristica N AA AG GG G
Presente DM2 140 29,30 45,00 25,70 48,2
estudo Controle 135 29,63 49,63 20,74 45,6
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Turcos DM2 124 435 50,8 56 31,3
(Sozen,S Controle 104 154 81,7 29 44,0
et al, 2014)

Iranianos DM2 50 20 44 36 58,0
;T"E;(';g)s et Controle 50 26 50 24 49,0
Japoneses DM2 874 452 45 9.8 32,3
(Shimada,Tet Controle 905 455 458 8,7 31,6
al, 2009)

Indianos* _DM2 216 329 47,7 19,4 42,8
(Sinha,N etal, DN 201 26,3 443 29,4 51,4
2016) ,

Chineses DAC 200 44 43 13 34,5
(Li,H et al, Controle 200 56 38 6 25,0
2016)

Taiwaneses DM2 Normo 253 52,6 40,7 6,7 271
(Lin,H et al, DM2 Micro 112 455 473 7.1 30,9
2007) DM2 Macro 65 369 462 16,9 40,0
Euro- DM1 145 26,2 53,8 20 46,9
brasileiros Controle 155 245 54,8 20,7 48,1
(Lopes,M,

2020)

Americanos™ Controle 694 36 473 16,7 40,3
Europeus** Controle 1006 24,3 47,9 27.8 51,8

DN: diabéticos com nefropatia; DAC: doenca arterial coronariana; Normoalbumimiria, Microalbuminuria,
Macroalbumimiria. IC95%: controle [40-51] e DM2 [42-54]; *O estudo de Sinha e colaboradores nao utilizou
uma populacdo controle sem diaetes para o estudo, por isso ndo é considerado semelhante a nossa populagdo;
**Ensembl. Em negrito populacdes semelhantes ao estudo.

Tabela 05 — Comparacdo do MAF dos polimorfismos 1s237027, 157896 e 156942381 com demais populagdes

Polimorfismos rs237027 rs7896 rs6942381

Etnia

Alelo MAF T G C
Euro-Brasileiros (presente 15.6 20 47.8
estudo) [95%CI] [11-20] [17-27] [42-54]
Africanos* 20 24 33
Americanos* 13 19 41
Leste-Asiaticos™ 9 9 26
Europeus* 11 25 54
Asiaticos* 10 19 50
Todos* 13 20 40

Comparacdo do grupo controle do estudo com demais populagdes. Frequéncias em porcentagem (%). Em negrito
populagdes consideradas semelhantes. *Ensembl.

Discussao

Ao analisarmos os biomarcadores dos grupos estudados, as diferengas encontradas nos valores
de referéncia entre ambos confirmam o critério de sele¢io. O grupo controle, para todos os
parametros analisados, se encontra dentro do valor de referéncia estipulado. Ao analisar o outro
grupo podemos observar que o controle de glicemia, apesar de nao estar dentro do estipulado
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pela Sociedade Brasileira de Diabetes (2024), sio valores proximos ao esperado de 7%. Em
relacdo aos demais marcadores, podemos observar que os pacientes ndo possuem disturbios
proteicos e os resultados do perfil renal mostram que esse grupo ndo apresenta lesio renal
relevante. Em relagdo ao perfil lipidico, podemos observar a caracteristica classica de
dislipidemia comum em pacientes DM2, em que apresenta valores elevados de LDL-colesterol
e triglicerideos e HDL-colesterol mais baixo (Piché, Tchernof, Després 2020).

Guo et al. (2004) foi pioneiro ao identificar a associagio do polimorfismo rs237025 com o
diabetes mellitus tipo 1 (DM1) em uma populagio multiétnica. Desde entdo, estudos relataram
associacdes semelhantes em diversas populagGes asiaticas para diferentes doengas, incluindo o
DM2. Dados funcionais mostram que o SUMO4 inibe a transcrigao do fator NFkB em células
de sangue periférico; no entanto, pacientes com o genodtipo GG demonstraram maior atividade
deste fator. Essa disfun¢do pode contribuir de forma significativa para a deterioragdo das
células P pancreaticas, resisténcia a insulina ¢ desenvolvimento do diabetes (Shimada, 2009).
Alteragdes no gene SUMO4 podem aumentar a transcrigdo de genes relacionados a resposta
mmunologica, mesmo sem inflamacgdo externa, promovendo a liberacdo de interleucinas e
mtensificando a ativacdo do NFkB. Esse fator desempenha um papel central em processos
inflamatorios, angiogénese e apoptose de células B pancreaticas (Lin et al 2007; Sozen et al
2014). No presente estudo, o gendtipo GG ndo apresentou diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos analisados, ndo sendo associado nem a susceptibilidade nem a
protecio contra o DM2. Analisando o alelo de menor frequéncia (MAF) para este
polimorfismo, observou-se similaridade dos pacientes controle com as populagdes turca,
iraniana e americana.

O estudo de Shimada et al ndo encontrou uma relacio direta do polimorfismo com a
susceptibilidade ao DM2. Assim como no estudo japonés, Fallah e colaboradores (2010) nao
encontraram associagao entre o polimorfismo 15237025 e o DM2 em um estudo caso-controle
com iranianos, destacando que o resultado pode estar relacionado ao tamanho reduzido da
amostra. Em popu