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RESUMO

O diabetes mellitus (DM) é uma sindrome metabdlica caracterizada pelo aumento da
concentracdo de glicose no sangue, acompanhada de distirbios metabdlicos nas
proteinas e acido graxos. O diabetes tipo 2 (DM2) é consequéncia de uma interacdo
complexa entre fatores genéticos, epigenéticos e ambientais. Embora os fatores
ambientais paregam ter um peso maior, os fatores genéticos tém ganhado notoriedade
nos ultimos tempos devido ao desenvolvimento de tecnologias de biologia molecular
e estudos de associacdo. Polimorfismos dos genes KCNJ11 e ABCCS8 ja foram
associados em diversas populacdes ao risco aumentado de desenvolver DM2. O
objetivo deste estudo é avaliar a influéncia dos polimorfismos KCNJ11 Glu23Lys e
ABCCS8 Serl1369Ala, bem como seus haplotipos, no desenvolvimento do DM2 em uma
populacdo do nordeste brasileiro e suas relacbes com as variaveis clinicas e
bioquimicas dos grupos caso e controle. Para compor o grupo de estudo foram
coletadas amostras de sague periférico de 235 pacientes ndo aparentados
diagnosticados com DM2. Também foram coletadas 206 amostras de controles
saudaveis provenientes de laboratérios de andlises clinicas, sem condi¢cdes
associadas a doenca, confirmado por exames clinicos e laboratoriais e sem historia
familiar de diabetes. Dados laboratoriais como HbAlc, glicemia em jejum, colesterol
HDL, colesterol total e triglicerideos, bem como o IMC foram coletados dos dois
grupos. A analise dos polimorfismos foi realizada utilizando-se a técnica de PCR-
RFLP. As frequéncias genotipicas de KCNJ11 e ABCC8 nao diferiram
significativamente entre os grupos caso e controle (KCNJ11 p=0,7863 e ABCCS8
p=0,2145), bem como as frequéncias alélicas (p=0,87 e p=0,75; respectivamente). Em
nenhum dos casos foi observada uma maior predisposicdo de desenvolver DM2
associada a qualquer dos gendétipos (p>0,05). Os polimorfismos KCNJ11 Glu23Lys e
ABCC8 Ser1369Ala apresentam um forte desequilibrio de ligacao (D'=0,911 e
r2=0,779). Nenhum dos haplétipos diferiu significativamente entre a populacéo caso e
controle (p>0,05). Verificou-se que o0s niveis colesterol total sdo mais baixos em
controles que possuem duas coépias do alelo KCNJ11 Lys23 (p=0,0338) e que esses
individuos ainda possuem niveis de HbAlc mais elevados que portadores do genétipo
selvagem KCNJ11 Glu23 (p=0,0091). Os niveis de HbAlc foram consideravelmente
mais elevados apenas em homozigotos ABCC8 Alal369 quando comparados a
homozigotos ABCC8 Serl369. Pacientes com DM2 que possuem 0s genotipos
KCNJ11 Lys/Lys e ABCC8 Ala/Ala e ndo fazem uso de insulina e sulfonilureias
simultaneamente apresentam um IMC significativamente mais baixo que portadores
dos gendtipos KCNJ11 Glu/Glu (p=0,0003) ou Glu/Lys (p=0,0003) e ABCC8 Ser/Ser
(p=0,0151) ou Ala/Ser (p=0,0082). Em suma, nosso estudo n&o apontou correlagbes
significativas entre os polimorfismos KCNJ11 Glu23Lys e ABCC8 Serl369Ala com
uma suscetibilidade aumentada para o DM2. No entanto, as diferencas apresentadas
por algumas das variaveis analisadas entre os diferentes genotipos sugerem que 0s
polimorfismos abordados desempenham um papel importante no curso dessa doenca.

Palavras-chave: Sindrome metabdlica. canal K-ATP dependente. insulina. glicemia
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ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) is a metabolic syndrome characterized by the increase of the
concentration of glucose in the blood, accompanied by metabolic disorders in protein
and fatty acid. Type 2 diabetes (T2D) is a result of a complex interaction between
genetic, epigenetic and environmental factors. Although environmental factors appear
to have a greater burden, genetic factors have gained notoriety in recent times due to
the development of molecular biology technologies and association studies. KCNJ11
gene and ABCCB8 polymorphisms have been associated in various populations at
increased risk of developing T2D. The aim of this study is to evaluate the influence of
polymorphisms KCNJ11 Glu23Lys and ABCC8 Serl369Ala, as well as their
haplotypes, in the development of DM2 in a population of northeastern Brazil and its
relationship with clinical and biochemical variables of case and control groups. To
compose the study group were collected samples of peripheral blood of 235 patients
unrelated diagnosed with T2D. Were also collected samples of 206 healthy controls
from laboratories of clinical analyses, without conditions attached to the disease,
confirmed by clinical and laboratory examinations and no family history of T2D.
Laboratory data as a HbAlc, fasting glucose, HDL cholesterol, total cholesterol and
triglycerides, as well as the BMI were collected from the two groups. The analysis of
polymorphisms was performed using PCR-RFLP technique. The genotype frequencies
of KCNJ11 and ABCC8 did not differ significantly between the case and control groups
(KCNJ11 p = 0.7863 and ABCC8 p = 0.2145) as well as the allele frequencies (p =
0.87 and p = 0.75, respectively). In any cases was observed a predisposition increase
to develop DM2 associated with any of the genotypes (p > 0.05). Polymorphisms
KCNJ11 Glu23Lys and ABCC8 Serl369Ala present a strong linkage disequilibrium (D
=0.911 and r2=0.779). None of the haplotypes differed significantly between the case
and control populations (p > 0.05). It was found that total cholesterol levels are lower
in controls that have two copies of the KCNJ11 Lys23 allele (p=0.0338) and that these
individuals still have HbAl1c levels higher than carriers of the wild KCNJ11 Glu23
genotype (p=0.0091). HbAlc levels were considerably higher in homozygotes ABCC8
only Alal1369 when compared to the homozygous ABCC8 Serl1369. Patients with T2D
that have the genotypes KCNJ11 Lys/Lys and ABCC8 Ala/Ala and don't make use of
insulin and sulfonilureias simultaneously present a significantly lower BMI than carriers
of genotypes KCNJ11 Glu/Glu (p=0.0003) or Glu/Lys (p=0.0003) and ABCC8 Ser/Ser
(p=0.0151) or Ala/Ser (p= 0.0082). In sum, our study showed no significant correlation
between polymorphisms KCNJ11 Glu23Lys and ABCC8 Ser1369Ala with an increased
susceptibility to the T2D. However, the differences presented by some of the analyzed
variables between different genotypes suggest that polymorphisms covered play an
important role in the course of the disease.

Key words: Metabolic syndrome. K-ATP dependent channel. Insulin. Glycaemia.
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1 INTRODUCAO

O diabetes mellitus € uma sindrome metabdlica caracterizada pelo aumento da
concentracdo de glicose no sangue, acompanhada de disturbios metabdlicos nas
proteinas e &cido graxos (DROUIN et al., 2009). Essa doenca afeta mais de 415
milhdes de pessoas de diversas idades ao redor do mundo (INTERNATIONAL
DIABETES FEDERATION, 2015). As causas que levam ao desenvolvimento dessa
sindrome séo diversas, estando entre elas fatores genéticos e ambientais (FOROUHI;
WAREHAM, 2014).

Em alguns casos os fatores genéticos exercem grande influéncia e os sintomas
surgem precocemente na vida do paciente (DELLA MANNA, 2007; SAITO-HAKODA
et al., 2012). Em outras situacdes o surgimento dos sintomas ocorre tardiamente, ja
na idade adulta, apresentando uma forte correlacdo com casos de obesidade e tipo
de dieta seguida pelo paciente (ALGOBLAN; ALALFI; KHAN, 2014; CHADT et al.,
2000; EGGER; DIXON, 2014).

O diabetes pode ser classificado em duas formas distintas: tipo 1 e tipo 2. O
tipo 1 ocorre quando a producdo da insulina é insuficiente devido a destruicdo de
células B do pancreas, geralmente por reacdes autoimunes. Por outro lado, o tipo 2 é
consequéncia da resisténcia a insulina, tendo como principais fatores predisponentes
maus habitos alimentares, sedentarismo e obesidade (GOLAN et al.,, 2012). A
investigacdo do envolvimento dos fatores genéticos nessa doenca tem alargado a
fronteira para novos conhecimentos no tratamento e cuidados com pacientes
portadores dessa condicédo (PRASAD; GROOP, 2015; SUN; YU; HU, 2014).

Diversos genes tém sido propostos como estando relacionados ao
desenvolvimento de DM2 (LEBRON-ALDEA et al., 2015; QI; HU, 2012). Polimorfismos
dos genes KCNJ11 e ABCC8 ja foram associados em diversas populaces ao risco
aumentado de desenvolver DM2 devido a diminuicdo da sensibilidade do canal de
potassio, expresso em células pancreaticas, a adenosina trifosfato (ATP), o que acaba
por diminuir a secrecdo de insulina nessas células. No entanto, em algumas
populacdes essa correlacdo ndo pode ser observada (KLEN; DOLZAN; JANEZ, 2014;
QIN; LV; HUANG, 2013).

Diante do exposto, faz-se necessario investigar a influéncia de polimorfismos

relacionados ao DM2 em outras populacdes. Portanto, o objetivo deste trabalho é



14

avaliar a associacao dos polimorfismos KCNJ11 Glu23Lys e ABCC8 Serl369Ala com
a suscetibilidade ao DM2 em uma amostra da populagéo do estado do Piaui, por meio
da comparacéao da frequéncia desses polimorfismos e seus hapl6tipos entre um grupo
de pacientes diabéticos e um grupo controle.

Este trabalho foi organizado em dois capitulos. No Capitulo 1 é apresentado o
referencial tedrico, com o objetivo de fornecer uma breve revisdo sobre a
epidemiologia e a genética do DM2. Em seguida, € descrito como funciona o canal de
potassio nas células pancreaticas, o qual € composto por subunidades codificadas
pelos genes KCNJ11 e ABCC8, bem como a presenca dos polimorfismos Glu23Lys e
Serl369Ala dos respectivos genes podem influenciar no desenvolvimento do DM2.
Ao final deste capitulo, também estdo os objetivos gerais e especificos desse estudo.
No Capitulo 2, é apresentado o artigo em lingua portuguesa, que sera submetido a
revista Acta Diabetologica (ISSN: 0940-5429, fator de impacto 2,399).



CAPITULO 1
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Aspectos epidemioldgicos e fatores de risco do diabetes mellitus

O DM é uma doenca de alta prevaléncia em todo o mundo. Os dados da
Federacgéo Internacional do Diabetes estimam que cerca de 415 milhGes de pessoa
entre 20 e 79 anos sejam portadoras de DM, esperando-se um crescimento do nimero
de casos, podendo chegar a 642 milhées em 2040. O Brasil € o quarto pais no mundo
com o maior numero de casos, com uma estimativa de 14,3 milhdes de adultos
vivendo com essa doenca (Figura 1) (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION,
2015). Do total de casos, quase 90% refere-se ao tipo 2 (DM2). Estima-se que 80%
das pessoas acometidas vivam em paises pobres ou em desenvolvimento (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2014).

" &

R

&/ ‘"7

AnoNn'S,
ko2 8

< 100 mil

De 100 a 500 mil

De 500 mil a 1 milhao
De 1 a 10 milhdes

De 10 a 20 milh&es

> 20 milhGes

Figura 1. Numero estimado de adultos entre 20 e 79 anos vivendo com diabetes em
2015 (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2015).

A auséncia de um diagndstico adequado tem contribuido para o aumento da
morbidade e mortalidade dessa doenca (BERTOLDI et al., 2013). Além disso, um
enorme impacto econdémico, psicossocial e fisico acompanha pacientes, familiares e

a sociedade como um todo. A carga econ6mica associada ao DM2 diz respeito aos
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custos com servicos de saude e também a custos indiretos, referentes a perda de
produtividade do paciente portador de DM2 (ABDULLAH et al., 2014).

O diagnostico de individuos diabéticos e pré-diabéticos no Brasil é feito com
base nas diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes. O paciente que apresentar
glicose em jejum 2126 mg/dL em dois exames seguidos, ou glicemia casual 2200
mg/dL sera considerado como suspeito. A confirmacao do diagndstico se da por meio
do teste oral de tolerancia a glicose (TOTG), que confirma como diabético aquele que
permanecer com taxa de glicemia acima de 200 mg/dL apds duas horas do inicio do
teste. O paciente pré-diabetico sera aquele que apresentar glicose em jejum =100
mg/dL e <126 mg/dL ou 2140 mg/dL e <200 mg/dL no TOTG (ALMEIDA-PITITTO et
al., 2015; SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2014).

Diversos fatores contribuem para o desenvolvimento do DM2, sendo assim uma
doenca de etiologia complexa. Tais fatores podem ser de origem genética ou
ambiental/comportamental. Entre os principais fatores evitaveis podemos citar a ma
alimentacdo, excesso de peso, fumo, alcool e sedentarismo. Além disso, outras
circunstancias como a ansiedade, sono inadequado, doencas hepaticas e até mesmo
a quantidade inadequada de vitamina D, ou alteracGes em seu receptor predispdem
ao surgimento do diabetes (EGGER; DIXON, 2014; QIU et al., 2014).

Atualmente, ndo encontramos discordancia quanto a associacao da obesidade
com DM2 (CHADT et al., 2000; TORO et al., 2015). O mecanismo base que leva ao
desenvolvimento do disturbio metabdlico € a diminuicdo da sensibilidade a insulina.
Essa alteracdo pode ser notada em algumas etapas da vida, como na puberdade,
gravidez e velhice (SEGULA, 2014). Qualquer pessoa que esteja obesa apresenta
resisténcia a insulina; porém, so se tornara diabético se o nivel de insulina produzida
por esse individuo for insuficiente para compensar a resisténcia. Em alguns desses
casos a producdo de insulina é altissima (ALGOBLAN; ALALFI; KHAN, 2014). A
sensibilidade a insulina pode variar de um individuo para o outro devido a forma como
a gordura corporal esté distribuida. Individuos com distribuicdo mais periférica tem
maior sensibilidade a insulina do que aqueles onde essa gordura se concentra em
maior quantidade na regido do abddémen e torax (KARPE; DICKMANN; FRAYN,
2011).

O tecido adiposo exerce papel fundamental devido a sua importancia

metabdlica na secrecdo de hormonios, glicerol, mediadores inflamatorios e acidos
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graxos nao esterificados (ALGOBLAN; ALALFI; KHAN, 2014). Esse tecido apesar de
ser formado na sua maioria por adipdcitos, também abriga diversos tipos de células
de defesa. O acumulo de gordura leva a diversas mudancas na quantidade e fungéo
das células imunitarias desse tecido, aumentando umas e diminuindo outras. Essas
alteracbes podem levar a quadros de inflamagdes locais ou sistémicas e ao
desenvolvimento de DM2 (DANDONA et al., 2003; MRAZ; HALUZIK, 2014).

Entretanto, estudos prospectivos apontam que cerca de 15 a 20% dos casos
de diabetes ocorrem em pessoas com peso normal e IMC < 25 Kg/m?2. Essas pessoas
ndo obesas que apresentam um risco aumentado para DM2, sendo também
denominadas “pessoas metabolicamente obesas de peso normal” (HU, 2001; WANG,
2005). Um estudo comparando pacientes diabéticos ndo obesos com um grupo
controle saudavel constatou que o numero de individuos que fumavam, hipertensos,
sedentérios e tinham uma maior circunferéncia abdominal era significantemente maior
entre os diabéticos. Além disso, esses pacientes também apresentavam maior
propensao a desenvolver doencas cardiovasculares (ECKEL et al., 2015).

Disturbios relacionados ao sono exercem um impacto negativo na funcdo de
muitos hormonios regulados pelo ciclo circadiano, como o cortisol, hormdnio do
crescimento, leptina, melatonina e grelina. Existem mecanismos circadianos
enddgenos que regulam o metabolismo da glicose e dos lipideos por meio da acéo de
genes “CLOCK”. Os hepatdcitos tém grande importdncia nesse processo, sendo
responsaveis pela sintese e degradacdo de glicogénio. Uma concentracdo mais
elevada de glicose no sangue € necessaria durante o dia, ao passo que durante o
sono, a necessidade é menor (KIM; JEONG; HONG, 2015).

2.2 Complicacf6es do DM2

A elevada taxa de glicose no sangue por um longo periodo promove diversos
efeitos indesejados no organismo. Tal evidéncia foi comprovada por um estudo
realizado em 1998 no Reino Unido, onde foi observado que um continuo controle
glicémico diminui radicalmente complicacbes em longo prazo do DM2 (KING;
PEACOCK; DONNELLY, 1999). No entanto, as complicacbes crbnicas do DM
parecem ser uma combinacdo da hiperglicemia, hiperlipidemia e aumento dos

sinalizadores inflamatoérios (GOLAN et al., 2012).



19

O controle glicémico pode ser feito pela avaliagdo da glicose em jejum, testes
rapidos de glicose ou pela dosagem de hemoglobina glicada (HbAlc). Os dois
primeiros avaliam a glicemia de forma aguda, enquanto o segundo permite um
acompanhamento crénico das concentracdes de glicose (BERTOLDI et al., 2013).

Entre os principais fatores de morbidade associados ao diabetes estdo a
aterosclerose, retinopatia, nefropatia e neuropatia. A combinag¢do de ma circulacao,
neuropatia e dificuldade de cicatrizacdo de feridas aumenta significativamente o risco
de amputacdo de membros (ABDULLAH et al.,, 2014). Niveis elevados de
lipoproteinas plasmaticas também estdo associados com o alto risco de
desenvolvimento de complicacdes macro e microvasculares, além de nefropatias em
pacientes diabéticos (JUNG et al., 2014; TORO et al., 2015).

Além dos fatores ja citados, o DM2 tem se mostrado um fator de risco para o
desenvolvimento de doencas cognitivas e deméncias. Parte dessas doencas esta
relacionada a consequéncias de eventos vasculares. Entretanto, ha evidéncias que
apontam uma correlacdo positiva entre a resisténcia a insulina e o desenvolvimento
da doenca de Alzheimer (UMEGAKI, 2014).

A importancia do controle da glicemia em longo prazo extrapola os beneficios
pessoais para o individuo e reflete nos fatores econémicos. Levantamentos indicam
que cerca de 40 a 60% dos gastos de pacientes diabéticos estdo relacionados a
tratamentos dessas complicacBes, onde apenas 18% equivalem ao montante

destinado a medicamentos hipoglicemiantes (LIEBL et al., 2015).

2.3 Tratamento do DM2

As estratégias usadas para tratar pacientes diabéticos incluem, por exemplo,
mudanca de habitos alimentares, exercicios e a intervencado farmacologica. Alguns
pacientes alcancam niveis desejados de glicose sem tratamento medicamentoso,
porém em alguns casos € necessario recorrer a alguns farmacos (EVANS; BAHNG,
2000; LEY et al., 2014; LIEBL et al., 2015; WOLFFENBUTTEL; GRAAL, 1996). O
tratamento farmacoldgico do DM visa diminuir os niveis sanguineos de glicose para
evitar complicacdes futuras. Tal acdo deve ser equilibrada ao ponto de manter a
normoglicemia, mas também evitar possiveis quadros de hipoglicemia (ONGE et al.,
2015; SINGH; SINGH, 2015).
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Existem diversos tipos de farmacos de administracédo oral com diversos tipos
de acdes que tem por finalidade diminuir os niveis de glicose circulante. Esses podem
agir na absorgao da glicose, diminuindo a velocidade por inibicdo da a-glicosidase,
aumentar a secrecao de insulina a partir de células B pancreaticas ou diminuir a
resisténcia a insulina em tecidos periféricos (MARTIN et al., 2013; SEMIZ; DUJIC;
CAUSEVIC, 2013).

As sulfonilureias fazem parte de um grupo de medicamentos conhecidos como
secretagogos de insulina, um dos principais tipos de medicamentos utilizados para
combater a hiperglicemia em pacientes portadores de DM2. Terapias a base de
sulfonilureias foram estabelecidas desde 1955 (ENGLER; YELLON, 1996;
SAGREIRA, 1989). A administracdo desse tipo de farmaco apresenta um bom nivel
de seguranca, produzindo poucos efeitos adversos. Porém, o principal efeito adverso
observado em pacientes que fazem uso de sulfonilureias é a hipoglicemia advinda do
excesso de insulina secretada. Por essa razdo, pessoas que sao sensiveis a episodios
de hipoglicemia, como idosos ou portadores de alteracées no estado mental, devem
evitar esses tipos de medicamentos (BOGLOU et al.,, 2013; HIRST et al., 2013;
SIGNOROVITCH et al., 2013). Outro ponto a ser considerado é o ganho de peso em
consequéncia do tratamento, o qual pode gerar uma complicacdo para pacientes que
ja séo obesos. Por isso, o uso de sulfonilureias € ideal para pacientes diabéticos nao-
obesos (MCINTOSH et al., 2012; NAIDOO et al., 2014).

2.4 Relevancia de fatores genéticos no desenvolvimento do DM2

O DM2 é consequéncia de uma interacdo complexa entre fatores genéticos,
epigenéticos e ambientais. Embora os fatores ambientais parecam ter um peso maior,
os fatores genéticos tém ganhado notoriedade nos ultimos tempos devido a estudos
de associacao (LEY et al., 2014; PRASAD; GROOP, 2015).

Um estudo realizado em 1976 pelo National Health Interview Survey, nos
Estados Unidos, sugeriu haver uma correlacao significativa entre etnia e o diabetes.
Inicialmente imaginou-se que pessoas com massa corporal equivalente teriam o
mesmo grau de suscetibilidade a doenca independente de sua etnia. Esse estudo

apontou haver um maior acometimento em pessoas negras em comparagéio a
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brancos. No entanto, para os pesquisadores nao ficou claro se essa diferenca estava
relacionada a fatores genéticos ou a outros fatores (BONHAM; BROCK, 1985).

Embora fatores ambientais seja sabidamente relevante para o desenvolvimento
do DM2, ainda na década de 80 foi observado que pessoas ndo-obesas que tinham
parentes de primeiro grau afetados pelo DM2 apresentavam um risco dez vezes maior
de também desenvolver a doengca quando comparados com pessoas obesas sem
historico familiar da doenca (MATSUDA; KUZUYA, 1984).

Uma maior concordancia entre gémeos monozigoticos, cerca de 70%, em
comparacao com gémeos dizigoticos, em torno de 20 a 30% para desenvolver DM2,
evidencia a forca do componente genético nessa patologia (Ql; HU, 2012). H4 ainda
o fato de que pessoas que tem pelo menos um parente de primeiro grau afetado
apresentam um risco de 5 a 10 vezes maior de desenvolver DM do que individuos de
mesma idade e peso sem histérico familiar da doenca (RACITI et al., 2015).

Ao longo dos anos, diversos tipos de estudos tentaram identificar os genes
envolvidos no DM2. A abordagem de genes candidatos conseguiu identificar apenas
quatro loci relacionados em duas décadas. Embora muitos candidatos tenham sido
propostos, poucos conseguiram ser replicados. Os polimorfismos Prol2Ala
(rs1801282) do gene PPARYy e Glu23Lys (rs5219) do gene KCNJ11 foram os primeiros
a serem reproduzidos em estudos mais robustos. Em contrapartida, desde o ano de
2007, com o advento de estudos de associacdo ampla do genoma (GWAS, do inglés
genome-wide association studies), rapidamente foram identificados diversos outros
loci relacionados a suscetibilidade ao DM2 (LEBRON-ALDEA et al., 2015; QI; HU,
2012)).

Até o momento, 74 loci identificados apresentam forte associacdo com a
suscetibilidade ao desenvolvimento do DM2, dos quais 45 foram detectados em
populacdes europeias e 29 em populacdes asiaticas. Estudos recentes envolvendo
populacdes africanas e americanas podem elevar essa estimativa para mais de 100
loci associados ao DM2 (ADEYEMO et al., 2015; MORRIS et al., 2012; NG et al., 2013;
SUN; YU; HU, 2014). Esses estudos geralmente apresentam diferentes resultados
para diferentes populacdes, dependendo de sua ancestralidade, ou mesmo de fatores
culturais e comportamentais (ODGEREL et al., 2012).

Estudos de associacdo baseados em haplotipos sdo considerados mais

confiaveis que estudo de marcadores isolados. O termo haplétipo se refere ao
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conjunto de alelos de genes adjacentes, presentes no mesmo Cromossomo que
podem ser herdados juntos. Quando o haplétipo de cada individuo é conhecido eles
podem ser considerados como um unico marcador multi-alélico e analisados por
métodos baseados em marcadores simples (LIU; ZHANG; ZHAO, 2008). A
associacdo nao aleatoria de um conjunto de alelos de diferentes loci é denominada
desequilibrio de ligacéo; ou seja, podemos dizer que dois loci genéticos estao ligados,
se eles sao transmitidos conjunto de pais para filhos com mais frequéncia do que o
esperado sob a heranca independente (DAWN TEARE; BARRETT, 2005;
NORDBORG; TAVARE, 2002).

Haplotipos formados por variantes dos genes KCNJ11 e ABCC8 sdo bem
estabelecidos como fatores de risco para DM2 em populacbes caucasianas; no
entanto, o forte desequilibrio de ligac&o entre esses genes estende a possibilidade de
que outras variantes nesses e até em outros genes possam contribuir para as
associacOes observadas (SAKAMOTO et al., 2007; SOKOLOVA et al., 2015)

2.5 Fisiologia das células B pancreaticas e o canal de potassio dependente de
ATP

As células 3 do pancreas sao responsaveis por produzir e secretar o hormonio
insulina, o qual é armazenado em vesiculas dentro das células. No estado pos-
prandial a glicose cai na corrente sanguinea e é levada até o pancreas. As células
pancreaticas expressam em sua superficie um transportador proteico, denominado
GLUT2 responsavel por facilitar a entrada da glicose dentro da célula. A glicose migra
para o interior da célula seguindo seu gradiente de concentracdo. ApdOs sua entrada
na célula inicia-se o processo de glicélise e consequente producdo de ATP
(HEIMBERG et al., 1993; KAPOOR et al., 2011).

Células B pancreaticas também possuem em sua superficie um tipo especifico
de canal ibnico formado por oito subunidades proteicas, sendo quatro do tipo Kir6.2 e
quatro SUR1. Cada uma dessas subunidades possui sitios de ligagdo na regido
citoplasmatica, que sdo alvos de ligantes fisiologicos e drogas (Figura 2). Esse canal
geralmente estd aberto e permite um efluxo de K*, causando assim uma
hiperpolarizacdo da célula. Entretanto, tal canal apresenta uma sensibilidade aos
niveis de ATP e ADP dentro da célula (GONEN et al., 2012; SATO et al., 2010).
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Meio
extracelular

Figura 2: Subunidades Kir6.2 e SURL e seus dominios de ligacdo no meio intracelular.
Adaptado de Sato et al. 2010.

As subunidades Kir6.2 formam o canal em si, enquanto SUR1 é responsavel
pela sensibilidade do mesmo aos niveis de ADP. E necessaria a expresséo de ambas
as unidades para que o canal possa ser expresso nas membranas das células e
funcione corretamente. Outros tecidos também expressam canais semelhantes,
diferindo nas isoformas das subunidades expressas (HUOPIO et al., 2002; OLSON;
TERZIC, 2010).

Situacdes em que apenas a unidade Kir6.2 seja expressa, sera formado um
pequeno canal que sofrera inibicao tanto na presenca de ATP quanto na presenca de
ADP. Com a co-expressdo de SURL, a passagem formada por Kir6.2 sera maior e
perdera sua sensibilidade ao ADP, pois na presenca de Mg?* e ADP, ambos se ligardo
a subunidade SUR1 em lugar de Kir6.2 e, portanto, o canal permanecera aberto até
que os niveis de ATP estejam aumentados (JOHN; WEISS; RIBALET, 2001,
RIBALET; JOHN; WEISS, 2003).

O ATP é capaz de se ligar ao canal de K* induzindo seu fechamento. Portanto,
com o aumento da relacdo ATP/ADP causada pela entrada de glicose na célula e
consequente inibicdo do canal ibnico ocorre uma despolarizacdo na célula
pancreética. Essa despolarizacdo acaba por induzir a abertura de canais de Ca?*
dependentes de voltagem, permitindo assim um influxo desse ion. A entrada de Ca?*
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extracelular estimula a exocitose de vesiculas contendo insulina, lan¢cada na corrente
sanguinea para alcancar seus diversos tecidos alvos. Ao se ligar em seus receptores,
esse hormoénio promove uma série de reacdes intracelulares por meio de uma cascata
de fosforilagcdo que altera algumas funcdes celulares (ZOU; GONG; LIANG, 2014).

Como consequéncia da a¢do da insulina ha uma translocacdo de receptores
do tipo GLUT4 para a superficie celular, que assim como o GLUT2 promove a entrada
de glicose (CALLAHAN et al., 2015; HANEY et al., 1991). Outras consequéncias da
acao da insulina séo a sintese de proteinas e 6xido nitrico, mitogénese e sintese de
glicogénio e triglicerideos para o armazenamento da glicose que ndo tenha sido
utiizada pela célula (MANRIQUE; SOWERS, 2014; MARSHALL; GARVEY;
TRAXINGER, 1991; POHER et al., 2015).

Quando o organismo se encontra em um estado de jejum, a relacdo ATP/ADP
esta baixa. Enquanto a subunidade Kir6.2 liga-se diretamente ao ATP a subunidade
SURL1 contém duas dobras de peptideos que se ligam ao complexo Mg?*ADP. Essa
ligacdo ativa o canal, permitindo o efluxo de K* e consequente hiperpolarizacdo da
célula, impedindo desta forma a ativacédo de canais de Ca?* e a exocitose de vesiculas
contendo insulina (GOLAN et al., 2012).

Mutacdes nos genes responsaveis por codificar as subunidades proteicas que
formam o canal de potassio podem afetar sua funcdo normal. Mutacdes no gene
KCNJ11 (Kir6.2) s&o relatadas como aumentando a suscetibilidade ao
desenvolvimento do DM2 e diminuicdo da secrecdo de insulina; alteracdes na
sequéncia de DNA do gene ABCC8 (SURL1) estédo implicadas também no DM2, assim
como na alteragcéo da resposta a drogas hipoglicemiantes orais (GONEN et al., 2012;
HAGHVERDIZADEH et al., 2014; PARVIZI et al., 2014; PHANI et al., 2014; SATO et
al., 2010).

A ligagéo droga/receptor ocorre na subunidade SUR1, que recebeu esse nome
devido a descoberta do mecanismo molecular de acdo das sulfonilureias (SUR; do
inglés, SUIfonilureia Receptor) (PROKS et al., 2007). O complexo Mg?*/ADP compete
com a droga pelo sitio de ligagdo e o farmaco desloca o complexo impedindo a
ativacdo do canal, causando dessa forma uma despolarizacéo na célula, mimetizando
assim o estado pds-prandial. Em seguida, ha um consequente influxo de Ca’* e a

exocitose de vesiculas contendo insulina (ORTIZ et al., 2013).
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2.6 KCNJ11: a subunidade Kir6.2 e o polimorfismo Glu23Lys

O gene KCNJ11 (do inglés, Potassium inwardly-rectifying channel, subfamilia
J, membro 11) localizado na regido cromossémica 11pl15.1 codifica a subunidade
Kir6.2 do canal de potassio dependente de ATP altamente expresso em células
pancreaticas. Esse gene possui 2kb de tamanho, sendo formado por apenas 1 éxon
qgue codifica 390 aminoéacidos (LI, 2013). Até o momento ja foram relatados mais de
180 polimorfismos de nucleotideo simples (SNPs) para o gene KCNJ11 e muitos deles
relacionados ao DM2 (PHANI et al., 2014).

Estudos de genes candidatos associaram o SPN Glu23Lys (rs5219) desse
gene com o DM2. Posteriormente, essa correlacdo foi confirmada pelo GWAS (QI;
HU, 2012). Esse polimorfismo é consequéncia de uma alteracao na primeira base do
vigésimo terceiro cédon do gene KCNJ11. Uma substituicdo de uma guanina (G) do
coédon selvagem (GAG) por uma adenina (A), leva a formacdo de uma nova trinca
(AAG) que codifica para uma lisina (Lys) em lugar do acido glutamico (Glu) na porcao
N-terminal da sequéncia de aminoacidos correspondentes a subunidade Kir6.2 (QIU
et al., 2014).

A frequéncia alélica de Lys23 varia bastante de uma populacao para a outra,
ficando entre 13 e 49%. Em populacdes europeias essa frequéncia costuma estar
entre 30 a 40% (QIN; LV; HUANG, 2013).

Ainda na década de 90, uma meta-analise revelou que o genotipo Lys/Lys é
mais frequente em casos, quando comparado aos controles (p=0,015) e quando
comparado a homozigotos Glu/Glu e heterozigotos Glu/Lys, 0 homozigoto mutante
apresentou uma forte correlacdo com o desenvolvimento da doenca (p=0,0097) em
uma populacdo europeia (HANI et al., 1998).

Diversos estudos e meta-analises mostraram que portadores do alelo Lys tem
maior chance de desenvolverem diabetes (FLOREZ et al., 2004; GONEN et al., 2012;
LI et al., 2005; SAKAMOTO et al., 2007). Também foi observado que individuos que
carregavam esse alelo apresentavam uma significante reducéo nos niveis de insulina
durante o TOTG. Esse evento pode ser explicado a partir de estudos in vitro, os quais
revelaram que na presenca da variante Lys, a subunidade Kir6.2 necessitaria de uma
guantidade trés vezes maior de ATP para que o canal fosse inativado (PHANI et al.,
2014).
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Estudos de construgdo de sitios de ligacdo de ATP mostraram que alguns
residuos especificos de aminoacidos com cargas positivas, tanto nas regides N-
terminal quanto C-terminal, tem a capacidade de se ligar ao ATP. Curiosamente, 0
polimorfismo Glu23Lys substitui um aminoacido de carga negativa (acido glutamico)
por outro que apresenta uma cadeia lateral positiva (Lys). A proximidade desse
polimorfismo com a regiao de ligacdo ao ATP sugere que essa alteragao diminua a
sensibilidade do canal ao ATP, dificultando a ligacdo do mesmo ao correto sitio de
ligacdo (JOHN et al., 2003; LI, 2013).

A analise desse SNP em diferentes populacdes revelou que a influéncia do
mesmo na suscetibilidade ao DM2 foi similar em populacdes europeias (estudos
realizados no Reino Unido, Dinamarca, Franca, Holanda e Republica Checa) e
japonesa. No entanto, em chineses da etnia Han néo foi observada associacao entre
o0 SNP Glu23Lys e o desenvolvimento dessa patologia, embora a frequéncia do alelo
mutante seja semelhante nas trés populagbes (QIN; LV; HUANG, 2013). Tal
contradicdo pode ser consequéncia de erros e vieses do estudo, tal como selecdo
inadequada da amostra ou amostra insuficiente. Por outro lado, esses resultados
contraditérios podem estar demonstrando a diversidade étnica e heterogeneidade
fenotipica entre essas populagbes, ou ainda ser consequéncia da interacdo com
outros genes (QIU et al., 2014).

2.7 ABCCS8: a subunidade SURL1 e o polimorfismo Serl369Ala

O gene ABCCS8 (ATP binding casset, subfamilia C, membro 8), assim como
KCNJ11, esta localizado na regido cromossdmica 11p15.1. A subunidade SUR1 que
forma o canal de K+ ATP dependente, juntamente com Kir6.2, é codificada por esse
gene, composto por 39 éxons e tamanho de mais de 100kb (QIN; LV; HUANG, 2013).

E interessante notar a estreita correlagio existente entre o SNP ABCCS8
Serl1369Ala com KCNJ11Glu23Lys, que apresentam um forte desequilibrio de ligacéo.
E relatado que mais de 95% dos individuos que carregam duas copias do alelo Lys23
também sdo homozigotas para o alelo Alal369. (HAMMING et al., 2009; QIN; LV;
HUANG, 2013)

A subunidade SUR1 possui em sua estrutura dois dominios de ligagdo de

nucleotideos (NBD1 e NBD2) que se dimerizam para formar um sensor e um sitio
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catalitico com atividade MgATPase. Enquanto Mg?*/ATP inibe o canal por interacdes
com Kir6.2, Mg?*/ADP antagoniza esse efeito por interagdes com NBD1 e NBD2. Parte
do Mg?*/ADP é gerado pela acdo MgATPase intrinseca do receptor que utiliza
Mg?*/ATP como substrato. De forma geral, a atividade do canal é resultado do
equilibrio entre a sua atividade enzimatica e o metabolismo celular. Curiosamente,
raras mutacées em regides desses dominios aumentam a atividade MgATPase e
consequentemente diminuindo os niveis de ATP, dificultando assim a inibicdo do
canal. (FATEHI et al., 2012; HAGHVERDIZADEH et al., 2014).

O hapldtipo Lys23/Alal369 promove uma consideravel diminuicdo da
sensibilidade do canal ao ATP. No entanto, a sensibilidade ao ADP permanece
inalterada para portadores desse genaotipo. Esse haplétipo também pode influenciar o
tratamento farmacolégico com sulfonilureias no DM2, o qual foi capaz de aumentar a
inibicdo de glicazida, mas néo teve efeito inibitérios em glibenclamida ou repaglinida
in vitro (HAMMING et al., 2009).

Um estudo realizado na Alemanha ndo encontrou influéncia do polimorfismo
Serl369Ala e nem do risco de hipoglicemia severa em pacientes que faziam uso de
sulfonilureias (glimepirida, glibenclamida e gliquidona). Porém, a glicazida nao fazia
parte do tratamento de nenhum grupo desse estudo (HOLSTEIN et al., 2012). Essa
diferenca na resposta das sulfonilureias frente ao SNP pode ser explicada pelo fato
de existirem diferentes sitios de ligagcdo na subunidade SUR1 para cada farmaco,
como ilustrado na Figura 2. A glicazida liga-se ao sitio A, enquanto glibenclamida liga-
se ao sitio AB e repaglidina ao sitio B (HAMMING et al., 2009; KOSTER et al., 1999;
SATO et al., 2010). Essa ideia pode ser reforcada por um estudo realizado com duas
coortes de pacientes chineses, nas quais foram notadas uma melhor resposta ao
tratamento em pacientes ABCC8 Ala/Ala quando comparados aos que apresentavam
0 gendtipo Ser/Ser. No entanto, esse aumento de resposta pode levar a ocorréncia de
guadros de hipoglicemia nesses pacientes. Alguns estudos apontaram menores niveis
de insulina em pacientes com gendtipo ABCC8 Ala/Ala quando comparados com
pacientes ABCC8 Ser/Ser (FENG et al., 2008). Porém, ha resultados que nao
comprovaram essa diferenca (VAN DAM et al., 2005).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Analisar a associacdo dos SNPs KCNJ11 Glu23Lys e ABCC8 Serl369Ala com

a suscetibilidade ao DM 2 em uma amostra da populacdo do Nordeste brasileiro.

3.2 Objetivos especificos

e Determinar as frequéncias dos SNPs KCNJ11 Glu23Lys e ABCC8 Ser1369Ala
em casos e controles.

e Estimar a frequéncia haplotipica dos SNPs KCNJ11l Glu23Lys e ABCC8
Serl1369Ala em casso e controles.

e Comparar os genétipos e haplétipos dos SNPs entre as populacdes caso e
controle, na intencdo de identificar associacfes destes genoétipos na
suscetibilidade ao DM2.

e Estabelecer correlagdes entre os genotipos encontrados na populacdo com as
variaveis IMC, perfil lipidico (colesterol, HDL e trigliceridios) e perfil glicémico

(glicemia em jejum e HbA1c) em cada grupo.
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RESUMO

Objetivos: O objetivo deste estudo caso-controle € avaliar a influéncia dos
polimorfismos KCNJ11 Glu23Lys e ABCC8 Serl369Ala, bem como de seus
haplétipos, no desenvolvimento do DM2 e suas rela¢cdes com as variaveis clinicas e
bioguimicas em uma populacao do nordeste brasileiro

Métodos: Foram coletadas amostras de sangue periférico de 235 pacientes nao
aparentados diagnosticados com DM2 e 206 amostras de controles saudaveis para
extracdo do DNA. A identificacdo dos genotipos foi feita pela técnica PCR-RFLP. O
equilibrio genético das populacdes, a andalise das frequéncias genotipicas e alélicas,
o risco de chances e a diferenca entre as médias das varidveis clinicas entre os
genatipos foram avaliadas por métodos estatisticos.

Resultados: As frequéncias genotipicas de KCNJ11 Glu23Lys e ABCC8 Serl1369Ala
nao diferiram significativamente entre os grupos caso e controle (p=0,7863 e
p=0,2145), bem como as frequéncias alélicas (p=0,87 e p=0,75). Em nenhum dos
casos foi observada uma maior chance de desenvolver DM2 associada a qualquer
dos gendtipos ou haplotipos (p>0,05). A analise estatistica revelou que os niveis
colesterol total sdo mais baixos em individuos homozigotos para o alelo KCNJ11
Lys/Lys (p=0,0338). Verificou-se que esses individuos ainda possuem niveis de
HbAlc mais elevados que portadores do genétipo selvagem KCNJ11 Glu23
(p=0,0091).

Conclusdes: Em suma, nosso estudo ndo aponta correlagdes significativas entre os
polimorfismos KCNJ11 Glu23Lys e ABCC8 Serl369Ala com uma suscetibilidade
aumentada para o DM2. No entanto, as diferencas apresentadas por algumas das
variaveis analisadas entre os diferentes genétipos sugerem que os polimorfismos

abordados desempenham um papel importante no curso dessa doenca
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INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) € uma sindrome metabdlica caracterizada pelo
aumento da concentracdo de glicose no sangue, acompanhada de disturbios
metabdlicos nas proteinas e &cido graxos [1]. O Brasil é o quarto pais no mundo com
0 maior numero de portadores, tendo uma estimativa de 14,3 milhdes de adultos

vivendo com diabetes [2]. Do total de casos, quase 90% refere-se ao tipo 2 (DM2) [3].

Com o advento de estudos de associacdo ampla do genoma (GWAS, do inglés
Genome Wide Association Studies) diversos loci foram associados ao DM2 e até o
momento sédo conhecidos 74 [4—6]. Dois genes destacam-se pela funcdo por eles
exercida: KCNJ1l1 e ABCCS8, localizados em 11pl15.1, que codificam,
respectivamente, as subunidades Kir6.2 e SUR1, que juntas formam um canal de
potassio (K*) dependente de ATP expresso em células B pancreaticas diretamente
ligado a secrecdo de insulina [7-9]. Esse canal estd constitutivamente aberto e
permite um efluxo de K*, causando assim uma hiperpolarizagdo celular. Tal canal
apresenta sitios de ligacdo de nucleotideos que sédo sensiveis aos niveis de ATP e
ADP intracelulares [10]. O ATP é capaz de se ligar ao canal de K* induzindo seu
fechamento. Com o aumento da relacdo ATP/ADP, causada pela entrada de glicose
na célula no estado pés-prandial e consequente inibicdo do canal ibnico, ocorre uma
despolarizacdo na célula pancreatica. Essa despolarizacdo acaba por desencadear a
abertura de canais de Ca?* dependentes de voltagem, que se abrem permitindo assim

um influxo desse ion seguido pela exocitose de vesiculas contendo insulina [11].

Mutacdes nos genes responsaveis por codificar as subunidades proteicas que
formam o canal de K* podem afetar sua funcéo normal e predispor o portador de tais
mutacBes ao desenvolvimento do DM2 [12]. Os alelos de menor frequéncia dos
polimorfismos KCNJ11 Glu23Lys (rs5219) e ABCC8 Serl369Ala (rs757110) sédo
fatores de risco bem estabelecidos para o DM2 em populagdes caucasianas e tambéem
ja foram associados em outras populacdes, como japoneses e chineses [13-15],
embora haja resultados discordantes [16, 17]. No entanto, ao nosso conhecimento,
nenhum estudo investigando a influéncia de polimorfismos desses genes no

desenvolvimento de DM2 foi realizado em popula¢des do nordeste brasileiro.
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O polimorfismo KCNJ11 Glu23Lys substitui um aminoacido de carga negativa
(acido glutamico, Glu) por outro que apresenta uma cadeia lateral positiva (lisina, Lys).
A proximidade desse polimorfismo com a regido de ligacdo ao ATP sugere que essa
alteracdo diminua a sensibilidade do canal ao ATP, dificultando sua ligacdo ao correto
sitio [15, 18]. Estudos in vitro revelaram que na presenca da variante KCNJ11 Lys23,
a subunidade Kir6.2 necessita de uma quantidade trés vezes maior de ATP para que
o canal seja inativado [19]. A subunidade SUR1 possui em sua estrutura dois dominios
de ligacao de nucleotideos (NBD1 e NBD2) que se dimerizam para formar um sensor
e um sitio catalitico com atividade MgATPase (Mg*> + ATP — Mg* + ADP + Pi).
Enquanto MgATP inibe o canal por interagbes com Kir6.2, MgADP antagoniza esse
efeito por interacbes com NBD1 e NBD2. Parte do MgADP é gerado pela acao
MgATPase intrinseca do receptor que utiliza MgATP como substrato. De forma geral,
a atividade do canal é resultado do equilibrio entre a sua atividade enzimética e o
metabolismo celular. Curiosamente, raros polimorfismos em regiées desses dominios,
como ABCC8 Serl369Ala, aumentam a atividade MgATPase e consequentemente
diminuindo os niveis de ATP, dificultando assim a inibicdo do canal [10, 20], deste
modo o haplétipo Lys23/Alal369 promove uma consideravel diminuicdo da
sensibilidade do canal ao ATP [21, 22].

O objetivo deste estudo caso-controle foi avaliar a influéncia dos polimorfismos
KCNJ11 Glu23Lys e ABCC8 Serl369Ala, bem como de seus haplétipos, no
desenvolvimento do DM2 e suas rela¢cdes com as variaveis clinicas e bioquimicas em

uma populacdo do nordeste brasileiro.
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METODOS

Selecado dos pacientes, coleta de amostras e aspectos éticos

Para compor o grupo de estudo do presente trabalho foram coletadas amostras
de sangue periférico de 235 pacientes ndo aparentados diagnosticados com DM2,
segundo os critérios da OMS e da Sociedade Brasileira de Diabetes [23]. Também
foram coletadas 206 amostras de sangue periférico de controles saudaveis
provenientes de laboratérios de andlises clinicas, sem condi¢cdes associadas a
doenca, confirmado por exames clinicos e laboratoriais e sem histéria familiar de
diabetes. Ambos os grupos foram informados da pesquisa e ao concordarem em
participar assinaram um Termo de Consentimento, autorizando a coleta das amostras
e a realizacdo dos procedimentos necessarios. Este estudo teve ser protocolo
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Universidade
Federal do Piaui.

Dados laboratoriais (HbAlc, glicemia em jejum, colesterol HDL, colesterol total
e triglicerideos) e grau de obesidade, dado pelo indice de massa corpérea (IMC) foram
coletados dos dois grupos, bem como informagdes sobre 0 uso de medicamentos. Um
resumo das caracteristicas clinicas de pacientes e controles pode ser visto na Tabela
1.

Tabela 1: Variaveis clinicas e bioguimicas de portadores de DM2 e controles.

Caracteristicas Ci‘SOS Con_troles p
n=235 n=206
Homens/Mulheres 62/173 62/144
Idade 63,27 £ 0,85 63,12 £ 0,90 0,9024
IMC (peso[Kg]/altura[m]?) 26,56 + 0,28 24,60+0,32  <0,0001
Glicemia em jejum (mmol/L) 9,53 + 0,29 5,04 + 0,07 <0,0001
HbALC (%) 8,16 + 0,19 4,37 +0,08 <0,0001
HbA1C (mmol/mol) 65,70 £ 2,09 2457+0,85  <0,0001
Colesterol Total (mmol/L) 5,71+0,11 5,14 + 0,09 <0,0001
Colesterol HDL (mmol/L) 1,25+ 0,03 1,34+ 0,02 0,0028
Colesterol LDL (mmol/L) 3,35+0,11 3,14 + 0,08 0,0606
Triglicerideos (mmol/L) 2,26 + 0,08 1,74 + 0,04 <0,0001
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Extracdo, Amplificacdo e analise das regides polimorficas

As amostras de sangue periférico foram submetidas a extracdo do DNA com o
kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega Inc., USA), de acordo com as
especificacdes do fabricante. Posterior a extracao e para a verificacdo da qualidade
do DNA extraido, as amostras foram submetidas a corrida eletroforética, em gel de
agarose a 0,8%, corados com GelRed™ e a quantificagdo do DNA foi feita no
equipamento BioSpec-nano (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan).

As sequéncias alvos onde se encontram os polimorfismos foram selecionadas
utilizando o banco de dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI).
Primers especificos utilizados para flanquear a regido dos dois polimorfismos foram

desenhados utilizando o programa GeneRunner (KCNJ11 Glu23Lys foward primer 5'-

GATGTTCTTGTGGGCCACGTTG-3, reverse primer 5'-
GACTCTGCAGTGAGGCCCTAG-3 e ABCC8 Serl369Ala forward primer 5'-
GCACCATCGCTGATCCCAAA-3, reverse primer 5-

CACGAGGTGACTGCGAAGCC-3’). A regiao de interesse foi amplificada pela técnica
de reacdo em cadeia da polimerase (PCR, do inglés polymerase chain reaction) e a
identificacdo dos genotipos foi feita pela técnica de polimorfismo de comprimento de
fragmentos de restricdo (RFLP, do inglés restriction fragment length polymorphism).

A reacgéo de PCR foi realizada em um volume total de 25 pL, com as seguintes
concentracdes para ambos os polimorfismos: DNTP 200 uM; Tampéo 1X (10 mM Tris-
HCI (pH 8.5), 50 mM KCI); MgCI2 1,5 mM; primers 0,4 mM; Tag DNA polimerase 1,5
U; DNA 50 ng; completando-se o volume com agua destilada. Depois de misturados,
os reagentes foram submetidos a diferentes ciclos de temperatura gerados em
termociclador (AmpliTherm Thermal Cycler, Madison, WI, USA), come¢ando com uma
etapa de desnaturacdo a 95°C por 5 min, seguido por 35 ciclos de 95°C por 30 seg.,
anelamento a 56°C por 30 seg. e extensdo a 72°C por 1 min. com uma etapa de
extensado final a 72°C por 7 min. Os amplicons gerados para KCNJ11 Glu23Lys e
ABCCS8 Serl1369Ala foram de 226pb e 224pb, respectivamente.

Posteriormente & amplificacdo da regido de interesse dos genes KCNJ11 e
ABCCS8, os produtos amplificados foram submetidos a digestédo, respectivamente,
pelas enzimas Eco24l (Banll) e HpyF10VI (Mwol) (Thermo Fisher Scientific Inc.). A

enzima Eco24l reconhece o sitio catalitico 5'...GRGCY/C...3’ presente em duas
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regides do amplicon, sendo uma delas no alelo selvagem KCNJ11 Glu23 gerando trés
fragmentos de tamanhos diferentes (146 pb, 52 pb e 28 pb), enquanto que o alelo
mutante KCNJ11 Lys23 ndo apresenta o sitio de restricdo da enzima resultando em
dois fragmentos (174 pb e 52 pb).

A enzima HypF10VI tem sua acdo determinada pela presenca do sitio catalitico
5...GCNNNNN/NNCG...3’ que esta presente no amplicon. O alelo selvagem ABCC8
Serl369, quando submetido ao corte enzimatico, produz trés fragmentos (92 pb, 73
pb e 59 pb), enquanto que o alelo mutante ABCC8 Alal369 apresenta um sitio de
corte a mais gerando quatro fragmentos (73 pb, 59 pb, 51 pb e 41 pb).

ApOGs a digestao, os produtos foram submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida (10%), em cuba vertical. A corrida eletroforética foi feita sob corrente
constante de 140 mV durante 150 min, com tampao TBE 1x (tris + acido boérico +
EDTA) e visualizados por meio de revelagdo com nitrato de prata, utilizando 5 pL do
produto com 5 pL de corante STOPsolution (50 mg azul de bromofenol + 50 mg xileno-
cianol + 20 mM EDTA + 1 mL formamida). Posteriormente, foi feita a foto-
documentacéo, para a identificacao dos padrdes de banda e discriminac&o genaotipica,

de acordo com o tamanho dos fragmentos para cada individuo.

Analise estatistica

Depois de genotipadas, as populacdes caso e controle foram testadas pela lei
de Hardy-Weinberg (HW) para verificar-se o equilibrio. A analise das frequéncias
genotipicas e alélicas foi realizada utilizando-se o teste do Qui-quadrado (X?) e o teste
exato de Fisher, respectivamente. O odds ratio (OR) e o intervalo de confianca (IC) de
95% foram calculados pelo modelo de regressao logistica. Essas analises foram
realizadas no software Bioestat 5.3 (Instituto Mamiraua, Brasil). Para comparar a
média das variaveis entre 0s genotipos aplicou-se o teste t de Student e o
procedimento de andlise de variancia (ANOVA) com compara¢des multiplas post hoc
(correcao de Turkey) ou testes ndo parameétricos de Kolmogorov-Smirnov ou Mann-
Whitney e Kruskal-Wallis com multiplas compara¢des de Dunn, quando os dados néao
apresentaram uma distribuicAo normal. Para a escolha do método estatistico
adequado foi aplicado o teste de normalidade de D'Agostino & Pearson no rol de

dados de cada variavel. Os resultados foram apresentados como media + erro padréo
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da média (SEM, do inglés standard error of the mean). Estes testes estatisticos foram
realizados no programa Prism versao 6.01 (GraphPad Software, Inc.). As estatisticas
de desequilibrio de ligacdo, as frequéncias haplotipicas e a correcao para multiplos
testes por 1.000 permutacOes aleatérias foram obtidas por meio do programa
Haploview 4.2 (Whitehead Institute for Biomedical Research, EUA). A significancia

estatistica foi estabelecida em p < 0,05 para todas as analises.
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RESULTADOS

Associacéo dos polimorfismos com o risco de DM2

Para ambos os polimorfismos estudados, a populacdo se encontra em
equilibrio de HW. As frequéncias genotipicas de KCNJ11l Glu23Lys e ABCC8
Ser1369Ala ndo diferiram significativamente entre os grupos caso e controle (KCNJ11
p=0,7863 e ABCC8 p=0,2145), bem como as frequéncias alélicas (p=0,87 e p=0,75,
respectivamente). Para a realizacdo do OR, os gendtipos homozigotos para os alelos
KCNJ11 Glu23 e ABCC8 Serl1369 foram usados como referéncia para o OR relativo.
Também se utilizou os modelos dominante (soma dos individuos homozigotos
mutantes e heterozigotos em comparagdo com homozigotos selvagens), e recessivo
(homozigotos mutantes comparados a soma de heterozigos e homozigotos
selvagens). Em nenhum dos casos foi observada uma maior chance de desenvolver
DM2 associada a qualquer dos genotipos (p>0,05), como pode ser observado na
Tabela 2.

Tabela 2: Distribui¢cdo das frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos KCNJ11 Glu23Lys e
ABCC8 Serl1369Ala nos grupos caso e controle.

OR relativo Modelo Modelo

i i a b
Polimorfismos Casos Controles p (IC 95%) p dominanted recessivoe
KCNJ11
Glu23Lys n=202 n=201
Glu/Glu 105 110 1
Glu/Lys 81 78 0,7863 1,09 (0,72 - 1,64) 0,77 1,12(0,75-1,65) 1,24 (0,58-2,66)
Lys/Lys 16 13 1,29 (0,59 - 2,81) 0,66
Alelos Frequéncia (%) pe
Glu 72,03 74,13
' ’ 0,87
Lys 27,97 25,87
ABCC8
Ser1369Ala n=235 n=206
Ser/Ser 127 111 1
Ser/Ala 90 87 0,2145 0,90 (0,61 - 1,33) 0,68 0,99 (0,68-1,45) 2,05 (0,87-4,83)
Ala/Ala 18 8 1,97 (0,82 - 4,70) 0,18
Alelos Frequéncia (%) pe
Ser 73,19 75,00 0,75
Ala 26,81 25,00

aTeste Qui-quadrado; POdds Ratio; cTeste exato de Fisher; homozigoto mutante + heterozigoto vs.
homozigoto selvagem; ehomozigoto mutante vs. heterozigoto + homozigoto selvagem.
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Analise comparativa das frequéncias dos haplétipos

Os polimorfismos KCNJ11 Glu23Lys e ABCC8 Serl369Ala apresentam um
forte desequilibrio de ligagdo (D’=0,911 e r?=0,779). O haplétipo duplo selvagem
Glu23/Ser1369 e o hapldétipo duplo mutante Lys23/Alal369 foram os mais frequentes,
como apresentado na Tabela 3. Combinagbes de um alelo selvagem de um gene com
um alelo mutante do outro sdo pouco frequentes. Nenhum dos haplétipos diferiu
significativamente entre a populacdo caso e controle (p>0,05).

Tabela 3: Frequéncia haplotipica dos polimorfismos KCNJ11 Glu23Lys e ABCC8 Ser1369Ala do
grupo de pacientes e controles.

Haplétipos Casos (%) Controles (%) X2 p p2

Glu23/Ser1369 70,6 71,7 0,129 0,7191 0,983
Lys23/Alal1369 25,7 22,7 1,027 0,3109 0,699
Lys23/Ser1369 2,6 3,3 0,393 0,5309 0,886
Glu23/Alal369 11 2,3 1,68 0,195 0,502

Desequilibrio

D' 0,911

r2 0,779

aValor ajustado ap6és 1000 permutacdes aleatorias.

Associacdo dos polimorfismos com as variaveis de risco

Os grupos caso e controle foram subdivididos segundo seus genaétipos e suas
médias comparadas de acordo com a metodologia descrita, a fim de se verificar a
influéncia de cada polimorfismo sobre as variaveis clinicas e bioquimicas. Nenhuma
diferenca significativa foi observada no grupo de portadores de diabetes para qualquer
das variaveis analisadas em KCNJ11 Glu23Lys e ABCC8 Serl369Ala. Glicose,
triglicerideos, HDL e IMC também n&o apresentaram diferencas significativas no
grupo controle de KCNJ11 Glu23Lys. A analise estatistica revelou que o0s niveis
colesterol total sdo mais baixos em individuos homozigotos para o alelo KCNJ11

Lys/Lys (p=0,0338). Verificou-se que esses individuos ainda possuem niveis de
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HbAlc mais elevados que portadores do gendtipo selvagem KCNJ11l Glu23
(p=0,0091), como observado na Tabela 4. Para ABCC8 Ser1369Ala nao se observou
diferenca nos niveis de glicose, colesterol, HDL, triglicerideos e IMC no grupo controle.
Como apresentado na Tabela 4, os niveis de HbAlc foram consideravelmente mais
elevados apenas em homozigotos Alal369 quando comparados a homozigotos
Ser1369 (p=0,0306).

Entre os pacientes que nao fazem uso de insulina em combinacdo com
sulfoniluréias o IMC foi significantemente mais baixo naqueles que possuem duas
copias de alelos mutantes para ambos 0s genes, exceto mutantes de KCNJ11
Glu23Lys quando comparado a homozigotos (KCNJ11 Lys/Lys vs. Glu/Lys p=0,0328;
Lys/Lys vs. Glu/Glu p=0,0641; e ABCC8 Ala/Ala vs. Ser/Ala p=0,0191; Ala/Ala vs.
Ser/Ser p=0,0383).

Tabela 4:Caracteristicas clinicas e bioquimicas dos diferentes genétipos dos polimorfismos KCNJ11
Glu23Lys no grupo de pacientes e controles. Dados apresentados como média + erro padrao (SEM).

o Casos Controles
Caracteristicas
Glu/Glu  Glu/Lys Lys/Lys p Glu/Glu  Glu/Lys Lys/Lys p
Glicemia em jejum (mmol/L) 9,5+0,41 9,9+0,51 8,1+0,95 0,269 5,1+0,09 5,0+0,13 5,1+0,22 0,451
Colesterol Total (mmol/L) 5,7¢0,15 6,0+0,22 5,6+0,35 0,743 5,240,13 5,3+0,13 4,4+0,12 0,034*
Triglicerideos (mmol/L) 2,3+0,12 2,5+0,16 1,9+0,14 0,427 1,8+0,06 1,7+0,07 1,6+0,15 0,493
Colesterol HDL (mmol/L) 1,3+0,04 1,3+0,04 1,3+0,08 0,885 1,3+0,03 1,4+0,04 1,3+0,03 0,117
Colesterol LDL (mmol/L) 3,4+0,16 3,4+0,20 3,7+0,25 0,780 3,2+0,12 3,2+0,12 2,7+0,24 0,066
HbAL1C (%) 8,0+0,27 8,6+0,33 7,6+0,53 0,289 4,3+0,11 4,5+0,16 5,1+0,15 0,046*
HbA1C (mmol/mol) 64+2,9 70+3,7 59+5,8 0,289 22+0,95 26+1,8 34+1,8 0,009*
IMC (peso[kg]/altura]m]?) 26,9+0,47 26,7+0,41 24,8126 0,192 24,8+0,46 24,4+0,49 25,1+0,97 0,645

* Valores que atingiram significAncia em ANOVA com multiplas comparacdes post hoc.

Tabela 5: Caracteristicas clinicas e bioquimicas dos diferentes genétipos do polimorfismo ABCC8
Ser1369Ala no grupo de pacientes e controles. Dados apresentados como média + erro padréo

(SEM).
o Casos Controles
Caracteristicas
Ser/Ser  Ser/Ala  Ala/Ala p Ser/Ser  Ser/Ala  Ala/Ala p
Glicemia em jejum (mmol/L) 9,7£0,41 9,6+0,47 7,9+0,85 0,231 5,1+0,10 5,2+0,14 4,9+0,19 0,915
Colesterol Total (mmol/L) 5,8£0,14 5,6+0,22 5,6+0,33 0,642 5,2+0,12 5,2+0,13 4,5+0.16 0,064
Triglicerideos (mmol/L) 2,3+0,11 2,4+0,17 1,940,16 0,669 1,8+0,06 1,8+0,06 1,4+0,20 0,322
Colesterol HDL (mmol/L) 1,3+0,04 1,2+0,05 1,3+0,08 0,404 1,4+0,04 1,3+0,03 1,2+0,09 0,389
Colesterol LDL (mmol/L) 3,4+0,15 3,1+0,20 3,6+0,24 0,087 3,1+0,12 3,2+0,12 3,0+0,36 0,711
HbA1C (%) 8,1+0,27 8,4+0,32 7,6+0,53 0,404  4,2+0,09 4,5+0,16 5,0+0,21 0,031*
HbAL1C (mmol/mol) 65+3,0 68+3,5 59+5,9 0,404 23+1,0 27+1,6 31+2,3 0,021*
IMC (peso[kg]/altura]m]?) 26,7+0,37 26,7+0,45 24,7+1,18 0,114 24,61£0,44 24,5+0,48 25,2+1,39 0,820

* Valores que atingiram significAncia em ANOVA com multiplas comparacdes post hoc.
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DISCUSSAO

O presente estudo avaliou a associacdo dos polimorfismos KCNJ11 Glu23Lys
e ABCC8 Serl369Ala com o desenvolvimento de DM2 e suas rela¢cdes com variaveis
clinicas e bioquimicas em uma populacdo do nordeste brasileiro. A populacdo do
estado do Piaui é uma populacdo miscigenada, tendo contribuicbes étnicas de
populac6es africanas, amerindias e europeias [24]. Ao nosso conhecimento, até o
presente momento nenhum estudo avaliou simultaneamente esses polimorfismos e a
possibilidade de sua interacdo em associacdo com o DM2 em uma populagéo
brasileira. Outros estudos avaliaram apenas a influéncia em casos de hiperinsulinemia

congénita, diabetes permanente e transiente em neonatos [25-28].

Apesar da presenca do alelo mutante ser mais frequente no grupo de
portadores de DM2 em ambos os polimorfismos, essa diferenca ndo se mostrou
significativa (KCNJ11 p=0,786 e ABCC8 p=0,215). Ainda que estudos tenham
encontrado fortes associacfes dos alelos KCNJ11 Lys23 e ABCC8 Alal369 com uma
suscetibilidade aumentada ao DM2 em populacfes caucasianas e japonesas [6, 14],
nossos resultados nao indicaram essa correlacdo. Da mesma forma, um estudo
realizado em uma populacdo da Russia ndo conseguiu estabelecer correlacdo entre
0S genotipos e a predisposicdo a desenvolver DM2; no entanto, apontou que o
haplétipo Lys23/Alal369 estd associado com a predisposicdo ao DM2 naquela
populacdo (OR =1,52; IC 95% 1,04-2,24; p = 0,03) [13].

Assim como observado em outras populacdes, em nosso estudo esses dois
polimorfismos sdo geneticamente indistinguiveis devido ao seu forte desequilibrio de
ligacao (D’=0,911 e r>=0,779), ndo sendo possivel dessa forma, estabelecer qual dos
dois teria maior influéncia sobre as variaveis de risco [13, 14]. Porém, nem mesmo 0
efeito do haplétipo Lys23/Alal369, considerado uma variavel de risco [21, 29],
mostrou-se significativo para o desenvolvimento de DM2 em nossa populagéao
(p=0,3109). Mesmo em populacdes caucasianas, onde essa correlacédo por diversas
vezes foi observada, existem estudos com resultados similares ao nosso, onde as
variaveis Lys23 e Alal369 ndo foram associadas ao risco de DM2 [22, 30, 31]. Tais
resultados podem ser reflexo de interacdes com outros alelos, fatores ambientais ou

mesmo pela diversidade étnica [32].
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Quanto as variaveis de risco, nenhuma correlacdo significativa foi encontrada
no grupo caso. Entretanto os niveis mais altos de HbAlc observados no grupo controle
(p=0,046 e p=0,031) corroboram com estudos prospectivos anteriormente realizados,
0os quais foram capazes de identificar que esses polimorfismos sdo capazes de
influenciar a progressao para o estado pré-diabético, sendo que essa influéncia nao é
percebida na progressao para o DM2 [16, 17]. Embora nossos controles ndo sejam
considerados pré-diabéticos, fica evidente que esses niveis sdo influenciados por
esses polimorfismos. Por outro lado, foi observado uma diminuicdo dos niveis de
colesterol total em controles que possuem o0 genotipo KCNJ11 Lys/Lys quando

comparado a Glu/Glu ou Glu/Lys (p=0,034).

E possivel que parte dos achados relatados sobre esses polimorfismos seja
consequéncia da interacdo entre ABCC8 Serl369Ala e KCNJ11l Glu23Lys. No
entanto, surgem questionamentos sobre qual dos dois teria uma maior influéncia na
suscetibilidade ao DM2. No entanto, estudos recentes com experimentos
comparativos in vitro apontaram que ABCC8 Alal369 e ndo KCNJ11 Lys23 seria
responsavel pela diminui¢do da inibicdo do canal por ATP, sugerindo que a funcdo de
ABCCS8 no desenvolvimento do diabetes estaria sendo subestimada [33, 34]. Por outro
lado, podemos encontrar na literatura estudos que s6 conseguiram associar KCNJ11
Lys23, mas ndo ABCC8 Alal369 ao DM2 [31].

A analise estatistica mostrou que os niveis de HbAlc sdo mais elevados em
individuos que possuem o0s genétipos KCNJ11 Lys/Lys e ABCC8 Ala/Ala quando
comparados aos genétipos KCNJ11 Glu/Glu (p=0,001) ou Glu/Lys (p=0,032) e ABCC8
Ser/Ser (p=0,019), respectivamente, mas ndo quando comparados a heterozigotos
ABCCS8 Ser/Ala (p=0,236). Os homozigotos selvagens ABCC8 Ser/Ser também nao
diferiram significativamente do gendtipo Ser/Ala (p=0,080). Os valores observados
nos heterozigotos sugerem que estes genes apresentam uma heranca intermediaria,
0 que pode explicar o fato de alguns estudos encontrarem associacdo quando usam
um modelo recessivo para andlise, enquanto em outros melhores resultados séo

obtidos usando modelos dominantes [14, 33].

Dentre os fatores de risco para o diabetes destaca-se a obesidade, ja que
atualmente, ndo encontramos discordancia quanto a sua associacao ao DM2, a qual

tem sido mostrada em alguns estudos [35-38]. E bem estabelecido que diversos
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medicamentos usados no controle glicémico levam o paciente a um ganho de peso.
E por essa raz&o que o uso de sulfoniluréias é recomendado a pacientes ndo-obesos
[39, 40]. Estudos prospectivos apontam que cerca de 15 a 20% dos casos de diabetes
ocorrem em pessoas com peso normal e IMC < 25 Kg/m2. Muitas dessas pessoas
nao-obesas que apresentam um risco aumentado para DM2 podem ser classificadas
como “pessoas metabolicamente obesas de peso normal”’. Tal condigdo sugere
fortemente que o desenvolvimento do DM2 possa estar sendo influenciado por fatores
genéticos [41]. Apesar de o uso de insulina ser comumente recomendado para
pacientes com DM tipo 1 em alguns casos a escolha desta terapia se faz necessério
para portadores de DM2 [42]. No entanto, € relatado que o uso de insulina,
principalmente em combinac¢édo com sulfoniluréias promove ganho de peso, o que nédo
€ observado em quando em combinacdo com metformina [43, 44]. Para verificar se
os polimorfismos KCNJ11 Lys23 e ABCC8 Alal369 sdo mais frequentes em pacientes
ndo-obesos excluimos de nosso rol de dados pacientes que faziam uso de
sulfoniluréias em combinacdo com insulina (n=17) e repetimos as analises. Dessa
forma pudemos observar que pacientes com DM2 que possuem o0s gen6tipos KCNJ11
Lys/Lys e ABCC8 Ala/Ala apresentam um IMC significativamente mais baixo que
portadores dos gendtipos KCNJ11 Glu/Glu (p=0,0003) ou Glu/Lys (p=0,0003) e
ABCCS8 Ser/Ser (p=0,015) ou Ala/Ser (p=0,008).

Em suma, nosso estudo ndo aponta correlacdes significativas entre 0s
polimorfismos KCNJ11 Glu23Lys e ABCC8 Serl369Ala com uma suscetibilidade
aumentada para o DM2. No entanto, as diferencas apresentadas por algumas das
variaveis analisadas entre os diferentes genétipos sugerem que os polimorfismos
abordados desempenham um papel importante no curso dessa doenca tracando um
caminho mais rapido para o estado pré-diabético ou facilitando o desenvolvimento de
DM2 em pacientes ndo-obesos. Os haplétipos também ndo parecem afetar a
predisposicao para o DM2 na populacdo. Os achados precisam ser confirmados em
estudos maiores de replicagdo que compreendem diferentes populagoes,
particularmente em outras populagdes miscigenadas brasileiras. E importante que
outros polimorfismos que estejam em desequilibrio de ligacdo com KCNJ11 e ABCC8
sejam estudados para que se possa identificar blocos haplotipicos mais robustos
capazes de ajudar a esclarecer o papel dos diversos polimorfismos associados ao
DM2.
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